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1. Zelle, umfassend einen zellularen Membranrezeptor, der einen 
Ligandenbindungsabschnitt, ein Membranlokalisierungssignal und 
einen Mediatorabschnitt umfalit, dadurch gekennzeichnet, daft nur 
bei Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt eine 
Strukturanderung mit Auswirkungen auf den Mediatorabschnitt be- 
wirkt wird, so daft in der Folge ein Ef f ektorprotein oder -poly- 
peptid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg in der Zelle zu aktivieren, an eine Komponente der 
Membran, gegebenenf alls liber weitere Proteine oder Polypeptide 
(Adaptoren) , bindet . 

2. Zelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Ef- 
fektorprotein oder -polypeptide das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, ein Guanine Nucleo- 
tide Exchange Factor (GEF) oder ein aktives Protein aus der Ras- 
Familie ist. 

3. Zelle nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft das Ef- 
fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, das CDC25-Protein 
aus Saccharomyces cerevisiae oder ein SOS-Protein aus einem Sau- 
getier oder ein SOS-ahnliches Protein aus einem beliebigen Orga- 
nismus ist oder von einem solchen Protein abgeleitet ist. 

4. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daft das Eff ektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, in 
Form eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einem 
Adaptorprotein oder -polypeptid vorliegt, das die Bindung an die 
Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere Proteine 
oder Polypeptide (Adaptoren), ermoglicht. 
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5. Zelle naph Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daft das Fusi- 
onsprotein einer enzymat ischen Modif i zierung bedarf, bevor es an 
die Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere Proteine 
oder Polypeptide (Adaptoren) , gebunden werden kann und daft eine 
fur die enzymatische Modif izierung erf orderliche enzymatische 
Aktivitat nur aufgrund einer Ligandenbindung an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt aktiviert wird. 

6. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, daft der Membranrezeptor ein Transmembranrezeptor, ein En- 
zym-gekoppelter Rezeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, 

ein 7-Transmembranrezeptor oder ein Geruchsrezeptor ("Odour Re- 
ceptor" oder "Olfactorial Receptor") ist. 

7. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, daft der Membranrezeptor ein in der Natur nicht vorkommen- 
der, synthetischer Membranrezeptor ist. 

8. Zelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft der Li- 
gandenbindungsabschnitt von einem Ligandenbindungsabschni tt ei- 
nes in der Natur vorkommenden Rezeptors abgeleitet ist. 

9. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daft der Ligandenbindungsabschnitt den Ligandenbindungsab- 
schnitt eines Transmembranrezeptors , eines G-Protein-gekoppelten 
Rezeptors, eines 7-Transmembranrezeptors , eines Geruchsrezeptors 
("Odour Receptor" oder "Olfactorial Receptor") oder eines nukle- 
aren Rezeptors umfaftt oder von diesem abstammt. 

10. Zelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft der Li- 
gandenbindungsabschnitt von einem Ligandenbindungsabschnitt ei- 
nes in der Natur vorkommenden Rezeptors, und insbesondere von 
dem Ligandenbindungsabschnitt eines Transmembranrezeptors, eines 
G-Protein-gekoppelten Rezeptors , eines 7-Transmembranrezeptors , 
eines Geruchsrezeptors ("Odour Receptor" oder "Olfactorial Re- 
ceptor") oder eines nuklearen Rezeptors, durch Mutation, insbe- 


sondere durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modifi- 
zierung einer oder mehrerer Aminosauren oder Gruppen von Ami- 
nosauren, abgeleitet oder ein durch "molecular modelling" er- 
zeugter, synthetischer Ligandenbindungsabschnitt ist. 

11. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der Mediatorabschnitt den zytoplasmatischen Teil 
eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors, Abschnitte davon oder ei- 
ne davon abgeleitete AminosMuref olge umfaftt. 

12. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daft das Ef- 
f ektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, in Form 
eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einem Adap- 
torprotein vorliegt, das nach Abdissoziierung der a-Untereinheit 
des heterotrimeren G-Proteins mit den auf grunddessen frei zu- 
ganglichen Bereichen der p- und y-Untereinheiten des G-Proteins, 
die in Assoziation mit dem Mediatorabschnitt vorliegen, oder mit 
der a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins nach Abdissozi- 
ierung von der p- und y-Untereinheit des G-Proteins oder infolge 
der Dissoziierung des heterotrimeren G-Proteins mit dem Media- 
torabschnitt des Membranrezeptors wechselwirken kann. 

13. Zelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft das Fu- 
sionsprotein einen Ef f ektorabschnitt und eine GRK2-Kinase oder 
eine GRK3-Kinase umfaftt. 

14. Zelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft das Fu- 
sionsprotein einen Eff ektorabschnitt. und einen Antikorper, der 
spezifisch die p- und y-Untereinheiten des G-Proteins nach Abdis- 
soziierung der a-Untereinheit erkennt und bindet, umfaftt. 

15. Zelle nach einem der Anspruche 12 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der Eff ektorabschnitt des Fusionsproteins die Se- 
quenz eines aktiven Ras-Proteins umfaftt. 
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16. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daft der Me- 
diatorabschnitt den zytoplasmatischen Teil eines G-Protein- 
gekoppelten Rezeptors, Abschnitte davon oder eine davon abgelei- 
tete Aminosauref olge umfaftt, wobei das mit dem zytoplasmatischen 
Teil des G-Protein-gekoppelten Rezeptors wechselwirkende G- 
Protein in aktiviertem Zustand eine Phosphatidylinositol-3- 
kinase (PI3K) aktiviert. 

17. Zelle nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft das Ef- 
f ektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, in Form 
eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einer "Src 
homology 2" ( SH2 ) - oder einer "pleckstrin homology" (PH)-Domane 
vorliegt . 

18. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft der Mediatorabschnitt infolge der Ligandenbindung 
an den Ligandenbindungsabschnitt in der Lage ist, ein oder meh- 
rere Adaptorproteine zu binden, iiber welche das Eff ektorprotein 
oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, an den Mediator- 
abschnitt binden kann. 

19. Zelle nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft der Me- 
diatorabschnitt infolge einer Ligandenbindung an den Liganden- 
bindungsabschnitt in die Lage versetzt wird, eine enzymatische 
Akt ivitat auszuuben . 

20. Zelle nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daft der Me- 
diatorabschnitt infolge einer Ligandenbindung an den Liganden- 
bindungsabschnitt in- die Lage versetzt wird, eine Tyrosinkinase- 
aktivitat, eine Serin/Threoninkinase- oder Phosphataseaktivitat 
auszuuben . 

21. Zelle nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daft der Me- 
diatorabschnitt den cytoplasmatischen Teil des EGFR ("epidermal 
growth factor receptor") umfaftt oder von diesem abstammt. 
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22. Zelle nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet , daft der Li- 
gandenbindungsabschnitt infolge einer Bindung eines Liganden fur 
diesen Ligandenbindungsabschnitt in die Lage versetzt wird, ein 
separates, rezeptorspezif isches Enzym zu aktivieren. 

23. Zelle nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daft das se- 
parate, rezeptorspezif ische Enzym heterolog zu der Zelle ist. 

24. Zelle nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daft 
das separate rezeptorspezif ische Enzym eine Kinase und insbeson- 
dere eine Tyrosinkinase ist. 

25. Zelle nach einem der Anspruche 18 bis 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft von dem Mediatorabschnitt infolge der Ligandenbin- 
dung an den Ligandenbindungsabschnitt die Adaptorproteine Gbr2 
oder She gebunden werden konnen . 

26. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Zelle eine prokaryotische oder eukaryot ische 
Zelle ist. 

27. Zelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daft die Zel- 
le eine eukaryotische Zelle und insbesondere eine Hefezelle, 
speziell eine zellwandlose Hefezelle ist. 

28. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie auf einem festen Trager aufgebracht ist. 

29. Zelle nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daft die Zel- 
le auf Biochips immobilisiert oder in Mikrokammern eingeschlos- 
sen ist. 

30. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft bei Fehlen des Membranrezeptors zumindest unter 
bestimmten Bedingungen ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in 
der Zelle nicht aktiviert werden kann. 
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31. Zelle nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die Ak- 
t ivierbarkeit des Ras- Oder Ras-ahnlichen Signalwegs bei Fehlen 
des Membranrezeptors temperaturabhangig ist. 

32. Zelle nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, daB die feh 
lende Akt ivierbarkeit des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs bei 
Fehlen des Membranrezeptors oberhalb einer bestimmten Temperatur 
auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Guanine Nucleoti- 
de Exchange Factors beruht, welche bewirkt, daB dieser oberhalb 
der bestimmten Temperatur f unkt ionsunf ahig wird. 

33. Zelle nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet , dafl die Zel 
len Zellen des Saccharomyces cerevisiae-Hef estamms cdc25-2 sind 
oder davon abgeleitet sind. 

34. Zelle nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet, daft 
die fehlende Akt ivierbarkeit des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
wegs bei Fehlen des Membranrezeptors oberhalb einer bestimmten 
Temperatur auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Ras- 
Proteins beruht, welche bewirkt, daB dieses oberhalb der be- 
stimmten Temperatur f unkt ionsunf ahig wird. 

35. in vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspruche 30 - 34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der 
Zelle nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den 
genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu ak- 
tivieren, 
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(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an den Ligan- 
denbindungsabschnitt anzeigt . 

36. Assay nach Anspruch 35, wobei Schritt (b) umfaftt, die Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs iiber die gegebe- 
nenfalls erfolgende Expression eines Reportergens, die nur auf- 
grund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkrip- 
tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
pression des Reportergens die Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz 
an den Ligandenbindungsabschnitt anzeigt. 

37. Assay nach Anspruch 35, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras-ahnliche 
Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfaftt, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Bindungsfa- 
higkeit der Testsubstanz an den Ligandenbindungsabschnitt an- 
zeigt . 

38. Assay nach einem der Anspruche 35 bis 37, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Testsubstanz eine naturlich vorkommende Sub- 
stanz und insbesondere ein Geruchsstof f , Geschmacksstof f , Pep- 
tid, Peptidhormon, Protein, insbesondere Zytokin, Wachstumsf ak- 
tor, Neurotransmitter, nicht-protein- oder -peptidartiges Hormon 
und/oder ein Vitamin ist. 

39. Assay nach einem der Anspruche 35 bis 37, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Testsubstanz eine in der Natur nicht vorkom- 
mende Substanz und insbesondere ein synthetisches Derivat eines 
naturlichen Liganden oder ein Giftstoff, insbesondere Dioxin, 
ist . 
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40. Assay nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet , daft die 
Testsubstanz als Fusionsprotein, umfassend eine mutmaftliche Li- 
gandendomane, eingesetzt wird. 

41. Screeningverfahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten Rezeptors, dadurch gekennzeichnet, daft fur das Screening ein 
Assayverfahren nach einem der Anspruche 35 bis 37 eingesetzt 
wird . 

42. in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors in einer 
Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Anspru- 
che 30 - 34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membran- 
rezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle 
nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den ge- 
nannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu ak- 
tivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Anwesenheit eines Liganden fur den Ligandenbin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors in der Probe anzeigt. 

43. Assay nach Anspruch 42, wobei Schritt (b) umfaftt, die Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs uber die gegebe- 
nenfalls erfolgende Expression eines Reportergens , die nur auf- 
grund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkrip- 
tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
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pression des Reportergens die Anwesenheit eines Liganden fur den 
Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors in der Probe anzeigt. 

44. Assay nach Anspruch 42, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras-ahnliche 
Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfaftt, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Anwesenheit 
eines Liganden fur den Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors 
in der Probe anzeigt. 

45. Screeningverf ahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten Rezeptors in einer Probe, dadurch gekennzeichnet , daft fiir 
das Screening ein Assayverf ahren nach einem der Anspriiche 42 bis 
44 eingesetzt wird. 

46. in vivo-Assay zur quantitativen Bestimmung der Konzentrat ion 
eines Liganden fiir einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezep- 
tors in einer Probe, die diesen enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit Zellen nach 
einem der Anspriiche 30 bis 34 unter Bedingungen, bei denen bei 
Fehlen des Membranrezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg 
in der Zelle nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranre- 
zeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das 
Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 defi- 
niert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafies der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges auf direktem oder indirektem 
Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten Aktivierungsausmaftes mit entsprechen- 
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den Werten, die fur bekannte Standardkonzent rationen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 

47. Assay nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daft der 
quantitative Nachweis des Ausmaftes der Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweges in Schritt (b) indirekt erfolgt, indem 
die in den Zellen vorliegende Menge eines Transkript ions- oder 
Translationsprodukts eines Reportergens, dessen Expression nur 
aufgrund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Tran- 
skript ionsfaktors erfolgt, zu einem bestimmten Zeitpunkt oder 
die Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf das Tran- 
skriptions- oder Translat ionsprodukt unter den genannten Bedin- 
gungen bestimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung der Kon- 
zentration des Liganden in der Probe durch Vergleich der ermit- 
telten Werte mit entsprechenden Werten, die fur bekannte Stan- 
dardkonzentrationen des Liganden ermittelt wurden, erfolgt. 

48. Assay nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daft in 
Schritt (a) Zellen, bei denen der inaktive bzw. inaktivierbare 
Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg ist, der auf den 
Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 
rung essenziell ist, eingesetzt werden und der quantitative 
Nachweis des Ausmaftes der Aktivierung des Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweges in Schritt (b) indirekt erfolgt, indem die 
Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt oder die 
Vermehrungsrate der Zellen unter den genannten Bedingungen be- 
stimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung der Konzentrat ion 
des Liganden in der Probe durch Vergleich der ermittelten Werte 
mit entsprechenden Werten, die fur bekannte Standardkonzentra- 
tionen des Liganden ermittelt wurden, erfolgt. 

49. in vivo-Assay zum Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage 
ist, eine Bindungsakt ivitat eines Ligandenbindungsabschnit ts ei- 
nes Rezeptors gegenuber einem Liganden zu verandern, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 
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(a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit Zellen nach einem der Anspruche 30 bis 34 unter Bedingungen, 
bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors der Ras- oder Ras- 
ahnliche Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, 
wobei der Membranrezeptor den genannten Ligandenbindungsab- 
schnitt enthalt und das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen 
Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors, wie in 
Anspruch 1 definiert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmali eine 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) 
mit einem Untersuchungsergebnis , das bei Ausfuhren des Assay in 
Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

50. Assay nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet , daft Schritt 
(b) umfaftt, die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weges uber eine gegebenenf alls erfolgende Expression eines Re- 
portergens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgenden Aktivierung ei- 
nes spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, nachzuweisen und 
der gegebenenfalls erfolgende quantitative Nachweis des Ausmaftes 
der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges umfaftt, 
die in den Zellen vorliegende Menge an Transkriptions- oder 
Translationsprodukt des Reportergens zu einem bestimmten Zeit- 
punkt oder die Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf 
das Transkriptions- oder Translationsprodukt unter den genannten 
Bedingungen zu bestimmen, wobei in dem Falle, wo der Vergleich 
in Schritt (c) ergibt, daft in Anwesenheit der Verbindung eine 
starkere Expression des Reportergens auftritt, eine Agonisten- 
wirkung der Verbindung und in dem Falle, wo der Vergleich in 
Schritt (c) ergibt, dali in Anwesenheit der Verbindung eine ge- 
ringere Expression des Reportergens auftritt, eine Antagonisten- 
wirkung der Verbindung angezeigt wird. 
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51. Assay nach Anspruch 50, ciadurch gekennzeichnet , daft er unter 
Bedingungen durchgefuhrt wird, bei denen keine Vermehrung der 
Zellen auftritt. 

52. Assay nach Anspruch 49, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg 
ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur 
die Zellvermehrung essenziell ist, eingesetzt werden und Schritt 
(b) umfaftt, zu untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem 
Ausmaft die Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungsf a- 
hig sind, wobei in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) 
ergibt, daft in Anwesenheit der Verbindung eine starkere Zellver- 
mehrung auftritt, eine Agonistenwirkung der Verbindung und in 
dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, daft in Anwe- 
senheit der Verbindung eine geringere Zellvermehrung auftritt, 
eine Antagonistenwirkung der Verbindung angezeigt wird, 

53. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsf unkt ion eines Rezeptors aufweist, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspruche 30 bis 
34 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, ein Ras- oder 
Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden 
kann, wobei der Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umfaftt oder daraus 
besteht und wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen 
Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig 
ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweges anzeigt, daft der Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors und dementsprechend das zu untersuchende Polypep- 
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tid oder Protein eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors 
aufweist . 

54. Assayverfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet , daft 
der Ligandenbindungsabschnitt des in den Zellen enthaltenen Mem- 
branrezeptors von einem naturlich vor kommenden Rezeptorabschnitt 
durch Mutation abgeleitet ist. 

55. Assay nach Anspruch 53 oder 54, wobei Schritt (b) umfaBt, 
die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs uber die 
gegebenenf alls erfolgende Expression eines Reportergens , die nur 
aufgrund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkrip- 
tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
pression des Reportergens die Ligandenbindungsf unktion des Li- 
gandenbindungsabschnitts des Membranrezeptors und dementspre- 
chend des zu untersuchenden Polypeptids oder Proteins anzeigt. 

56. Assay nach Anspruch 53 oder 54, wobei in Schritt (a) Zellen, 
bei denen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras- 
ahnliche Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus 
einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenzi- 
ell ist, eingesetzt werden und Schritt (b) umfaftt, zu untersu- 
chen, ob die Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungs- 
fahig sind, wobei ein Nachweis der Verrnehrungsf ahigkeit der Zel- 
len die Ligandenbindungsf unktion des Ligandenbindungsabschnitts 
des Membranrezeptors und dementsprechend des zu untersuchenden 
Polypeptids oder Proteins anzeigt. 

57. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
35 bis 52, welcher Zellen nach einem der Anspriiche 30 - 34 um- 
fafit . 

58. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
35 bis 52, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten urn- 
faftt : 
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(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor , in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die einen Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, kodiert, wobei das Ef f ektorprotein oder -po- 
lypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bin- 
dung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten Zellen 
zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptide 
das im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, ge- 
gebenenfalls uber weitere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , 
binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

59. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
35 bis 52, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
falit : 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
falit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei 
nes Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; 

einen DNA-Abschnitt, der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die einen Ligandenbindungsab- 
schnitt, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, 
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wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen ftir einen Membranrezeptor, wie in Anspruch 1 definiert, 
umfaftt, wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptide dessen Bin- 
dung an eine Membrankomponente von der Bindung eines Liganden an 
den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, 
in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg 
in den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, gegebenen- 
falls iiber weitere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden 
kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

60. Kit nach Anspruch 58 oder 59, wobei die DNA-Sequenz in dem 
Nukleinsaurevektor der Komponente (c) ein Eff ektorprotein oder 
-polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 
schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 
dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere 
Proteine oder Polypeptide (Adaptoren), ermoglicht, kodiert. 

61. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
53 bis 56, welcher Zellen nach einem der Anspruche 30 - 34 um- 
fafit, wobei der darin enthaltene Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, einen Ligandenbindungsabschnitt, umfassend 
ein oder bestehend aus einem Polypeptid oder Protein, bei dem 
eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors vermutet wird, um- 
faftt . 
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62. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
53 bis 56, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
faBt : 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die einen Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, kodiert, wobei der Ligandenbindungsabschnit t 
des Membranrezeptors ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine 
Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors vermutet wird, umfafit 
oder daraus gebildet wird und das Ef f ektorprotein oder -polypep- 
tid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung 
eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten Zellen zu ak- 
tivieren; 

(e) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, 
das im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, ge- 
gebenenfalls uber weitere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , 
binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

63. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
53 bis 56, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
fafit : 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
fafit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei 
nes Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; 
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einen DNA-Abschnitt , der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insert ionsstelle zur f unkt ionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die ein Polypeptid oder Protein, 
bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors vermutet 
wird, kodiert, 

wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fiir einen Membranrezeptor umfaftt, wobei das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den aus dem Polypeptid oder 
Protein, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors 
vermutet wird, gebildeten Ligandenbindungsabschnitt des Membran- 
rezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten Zellen zu ak- 
tivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, gegebenen- 

f alls uber weitere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden 
kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, tiber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

64. Kit nach Anspruch 62 oder 63, wobei die DNA-Sequenz in dem 
Nukleinsaurevektor der Komponente (c) ein Eff ektorprotein oder 
-polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 
schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 
dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere 
Proteine oder Polypeptide (Adaptoren), ermoglicht, kodiert. 

65. Kit nach einem der Anspruche 56 bis 64, in welchem die Zel- 
len zusatzlich ein Konstrukt enthalten, umfassend eine Bindungs- 
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stelle fur einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung infol- 
ge einer Aktivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs, dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen wer- 
den soil, erfolgt, einen Minimalpromotor und ein damit funktio- 
nal verkniipftes Reportergen, wobei der Minimalpromotor infolge 
einer Bindung des aktivierten Transkriptionsf aktors an seine 
Bindungsstelle aktiviert wird. 

66. Kit nach einem der Anspruche 56 bis 64, dadurch gekennzeich- 
net, daft er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 
dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, er- 
folgt, einen Minimalpromotor und ein damit funktional verkniipf- 
tes Reportergen, wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung 
des aktivierten Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle 
aktiviert wird, enthalt. 

67. Kit nach einem der Anspruche 56 bis 64, dadurch gekennzeich- 
net, dali er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti- 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 
dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soli, er- 
folgt, einen Minimalpromotor und eine fur eine durch den Mini- 
malpromotor gesteuerte Expression geeignet angeordnete Inserti- 
onsstelle fur eine Insertion eines Reportergens, wobei der Mini- 
malpromotor infolge einer Bindung des aktivierten Transkripti- 
onsf aktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, enthalt. 

68. Kit nach einem der Anspruche 56 bis 67, welcher die Zellen 
immobilisiert oder in Mikrokammern eingeschlossen auf einem fe- 
sten Trager, insbesondere auf Biochips enthalt. 
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Prozesse der Genaktivitatsveranderung und der Vermehrung oder 
des Abbaus von genetischem Material im Zellkern. 

Zellulare Membranrezeptoren vermitteln also ihre intrazellu- 
lare Signalweiterleitung uber den zytoplasmatischen Mediatorab- 
schnitt des Rezeptors. Je nach der Beschaf f enheit dieses Media- 
torabschnitts teilt man die Membranrezeptoren in solche ein, bei 
denen die Signalweiterleitung des Mediators uber eine enzymati- 
sche Proteinkinasereaktion (engl. enzyme-coupled receptors) oder 
uber sogenannte G-Proteine (engl. G-protein-coupled receptors) 
erf olgt . 

Zu den Enzym-gekoppelten Rezeptoren gehoren solche, bei de- 
nen der enzymatisch aktive Mediatorabschnitt direkt im selben 
Proteinmolekiil des Rezeptors sitzt, das auch den Ligandenbin- 
dungsabschnitt tragt. Paradebeispiel fur diesen Rezeptortyp ist 
der epidermaler Wachstumsf aktor ("epidermal growth factor"; 
EGF) -Rezeptor ( Schlessinger und Ulrich, 1992). Bei anderen En- 
zym-gekoppelten Rezeptoren liegt der enzymatisch aktive Protein- 
abschnitt in einer zweiten Proteinuntereinheit vor. Paradebei- 
spiele fur diesen Typ sind viele Zytokinrezeptoren (Stahl und 
Yancopoulos, 1993) . Gemeinsam ist alien, daft die Proteinkinase- 
aktivitat des Mediatorabschnitts des Rezeptors strikt von der 
Bindung des Liganden an die Ligandenbindungsdomane des Rezeptors 
abhangig ist. Viele der Enzym-gekoppelten Rezeptoren geben ihr 
Signal uber Adaptorproteine und -polypeptide an Mitglieder der 
Ras-Familie von monomeren GTPasen weiter, die unter anderem eine 
Serin/Threonin-Phosphorylierungskaskade aktivieren k6nnen (Nis- 

hida und Gotoh, 1993) . 

Bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wird Ligandenbin- 
dungs-abhangig die zytoplasmatische Rezeptorkonf igurat ion durch 
einen G-Proteinkomplex abgegriffen, der aus drei Untereinheiten 
besteht und der das Signal durch Dissoziation in einen aktivier- 
ten membrangebunden py-Teil und in eine aktivierte Ga-Protein- 
untereinheit weiterleitet . Dabei tauscht die Ga-Proteinunterein- 
heit ihren fur den inaktiven Zustand charakteristischen Kofak- 
tor-GDP gegen den fur den aktivierten Zustand charakteristischen 
Kofaktor-GTP aus, der nach GTP zu GDP-Hydrolyse die Ga-Protein- 
untereinheit wieder inaktiviert. An diesen Kreislauf sind uber 
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die aktivierte Py-Untereinheit und/oder die aktivierte cc-Unter- 
einheit des G-Proteinkomplexes als Mediatoren die verschieden- 
sten Signaltransduktionswege angekoppelt . Zu den G-Protein- 
gekoppelten Rezeptoren gehort die grofte Familie der 7-Transmem- 
branrezeptoren . Diese umfassen z. B. die Toxinrezeptoren, die 
Geruchsrezeptoren, Neurotransmitterrezeptoren und viele Hundert 
mehr (Dohlman et al.; 1991, Leurs et al., 1998). Adaptorproteine 
fur die G-Protein-Mediatoren sind z. B. Adenylat zyklasen, die 
Phospholipase C und andere G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen, 
sowie bestinunte lonenkanale. 

Membranrezeptor-vermittelte Signaltransduktionen regeln die 
entscheidenden intrazellularen Prozesse zum Oberleben der Zel- 
len, zu Wachstum und Zellteilung, zur Zelldif f erenzierung und 
zum Zelltod (der Apoptose) . Fehler in diesen wichtigen Kontroll- 
wegen, ausgelost durch Mutationen, tragen haufig zur Krankheits- 
und insbesondere zur Krebsentstehung bei. Es ist verstandlich, 
daft die Liganden-Rezeptor-Interakt ion von groftern wissenschaf tli- 
chen, pharmazeutischen und kommer ziellem Interesse ist, da sie 
die prinzipielle Nahtstelle zwischen extrazellularem Umfeld und 
intrazellularem Geschehen aller lebenden Zellen darstellt. Mit 
Hilfe der Ligandenmolekiile kann von auften auf natiirlichem Wege 
in fast alle wichtigen intrazellularen Prozesse eingegriffen 
werden bzw. bei Fehlentwicklungen gegengesteuert werden. Die 
Wirkung vieler Pharmazeutika basiert auf ihrer Funktion, Agoni- 
sten oder Antagonisten in der Natur vorkommender Liganden zu 
sein. Es ist verstandlich, daft groftes Interesse daran besteht, 
solche Rezeptor-Liganden-Interaktionen auf molekularer Ebene zu 
detektieren und studieren zu konnen. 

Es exist ieren bereits eine Reihe von Methoden zur Detektion 
der Membranrezeptor-Liganden-Interaktion. Eine der Methoden 
nutzt die Tatsache aus, daft viele Rezeptoren aufgrund ihrer evo- 
lutionaren Verwandtschaf t einen sehr ahnlichen strukturellen 
Aufbau haben und daft funktionelle Proteinteile, sogenannte Doma- 
nen, leicht gegeneinander austauschbar sind bzw. in neuer Zusam- 
mensetzung aneinander fusioniert werden konnen. So konnen die 
verschiedensten extrazellularen Ligandenbindungsdomanen mit spe- 
zifischen zytosolischen Reporterdomanen verkntipft werden, urn in 
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Zellen gewisse Vereinheitlichungen im Detektionssystem zu schaf- 
fen (siehe z.B. US-Patent 4859609). Der Nachteil dieses Verfah- 
rens beruht auf der Notwendigkeit zur Konstruktion von funkti- 
onsfahigen, rekombinanten Rezeptorf usionsproteinen, die in Zel- 
len selektiv auf die zu testende Rezeptor-Liganden-Interaktion 

reagieren . 

Ein anderer Ansatz zum Studium von Membranrezeptor-Liganden- 
Interaktionen geht von unveranderten Wildt yprezeptoren aus, 
macht sich aber gegen die spezifischen Konf igurat ionszustande 
der zytosolischen Rezeptordomane gerichtete Antikorper zunutze 
um die Liganden-Interaktion zu messen. 

Ein weiterer Ansatz detektiert die Rezeptor-Liganden- 
Interaktion ex vivo, also auAerhalb der lebenden Zelle, indem 
entweder extrazellulare Rezeptordomanen oder das Ligandenmolekiil 
auf eine Matrix aufgebracht werden, die dann mit einer LSsung, 
die den Liganden bzw. den Rezeptor enthalt, umspult werden. Hier 
ist der Aufwand zur Gewinnung und Aufbringung jedes einzelnen 
Rezeptors oder Liganden auf die entsprechende Matrixoberf lache 
enorm. Ein weiteres Problem ist hierbei auch die Ubertragung der 
gewonnenen Resultate auf die Verhaltnisse in der Membran der le- 
benden Zellen, da die zellularen Bedingungen von den ex vivo- 
Bedingungen erheblich abweichen konnen. Das gravierendste Pro- 
blem ist dabei aber die fehlende Zugrif f smoglichkeit auf die ge- 
netische Information der in Screens oder High-Throughput-Assays 
detektierten, neuen Rezeptorvarianten . 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 
alternative Assays, die dazu geeignet sind, spezifische Interak- 
tionen zwischen einem Ligand und einem insbesondere membranstan- 
digen Rezeptor in vivo zu detektieren, bereitzustellen, die u.a. 
die Vorteile bieten, Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen schnel- 
ler als im Stand der Technik moglich detektieren zu konnen und 
auch mittels einfacher handzuhabender Zellen, wie prokaryoti- 
schen Zellen oder Hefezellen, oder auch mittels »ghosts"-Formen 
von Hefen ausgefuhrt werden zu konnen. Daruber hinaus besteht 
aufgrund der Assaygestaltung stets eine unmittelbare Zugriffs- 
moglichkeit auf die einer Rezeptorvariante zugrundeliegende ge- 
netische Information. 
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Weitere Aufgaben der Erfindung bestehen darin, Zellen, 
Kits Fusionsproteine, Nukleins^uren und Vektoren bereit zustel- 
len die samtlich fur die erf indungsgemaiien Assayverf ahren oder 
in zusammenhang mit diesen eingesetzt werden kSnnen. 

Die der Erfindung zugrundeliegenden Aufgaben werden durch 
die in den Anspruchen definierten Assayverf ahren, Kits, Zellen, 
Fusionsproteine, NukleinsSuren und Vektoren erfullt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den folgenden Er- 
kenntnissen: 

1 Bei jedem Membranrezeptor lost die Bindung des Lxganden an 
die extrazellulare Domane eine Konf igurat ionszustandsanderung 
und/oder eine kovalente Modifikation im zytosolischen Texl 

2 Fur jeden Membranrezeptor gibt es zytosolische, membran- 
nahe bzw. membranstandige Adaptorproteine , die die Liganden- 
spezifischen Konf igurationsanderungen erkennen konnen oder die 
infolgedessen aktiviert werden. 

3 zur Aktivierung verschiedener ras- und ras-ahnlicher Si- 
gnaltransduktionswege ist die Membranlokalisierung bestimmter 
Komponenten der Signalwege notwendig (Schlessinger , TIBS, 18: 
273-275, 1993) . 

4 Wird nun ein Protein aus der Ras-Familie oder ein Guanin- 
nukleotid-Austauschfaktor ("guanine nucleotide exchange fac- 
tor" • GEF) als Effektorprotein oder -polypeptid dergestalt vor- 
gesehen, daft es bzw. er an infolge einer Ligandenbindung an die 
extrazellulare Domane eines Membranrezeptors an eine Komponente 
der Membran, beispielsweise an den intrazellularen Abschnitt (= 
Mediatorabschnitt) des Membranrezeptors oder an membrannah oder 
membranstandig lokalisierte Adaptorproteine, binden kann, wozu 
es bzw. er gegebenenf alls als Fusionsprotein vorgesehen wird, 
dessen zusatzlicher Proteinanteil, der auch als Adaptorab- 
schnitt bezeichnet werden kann, die Bindung an eine derartige 
Komponente der Membran ermoglicht, wird bei einer solchen Bin- 
dung eine Membranlokalisierung des Ras-Proteins bzw. des GEF 
erreicht, die fur eine Aktivierung eines ras- oder ras- 
ahnlichen Signaltransduktionswegs erforderlich ist. 


J 
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5. Eine Detektion eines Ergebnisses einer derartigen 
Membranrezeptor-Liganden-Interaktion kann in eukaryotischen und 
gegebenenfalls auch prokaryot ischen Zellen erfolgen. Im Stand 
der Technik sind Zellen bekannt, in denen ein ras- oder ras- 
ahnlicher Signaltransduktionsweg auf Ebene des dafur spezifi- 
schen Ras-Proteins oder eines fur das Ras-Protein spezifischen 
Guaninnukleotid-Austauschfaktors zumindest unter bestimmten Be- 
dingungen inaktiviert werden kann. Vermag in einer derartigen 
Zelle das unter 4. erlauterte Ef f ektorprotein oder -polypeptid 
eben diesen inaktivierten Signalweg zu aktivieren, so erhalt 
man eine Zelle, bei der der zumindest unter bestimmten Bedin- 
gungen inaktive zelleigene ras- oder ras-ahnliche Signaltrans- 
duktionsweg durch dieses Ras-Protein aktiviert werden kann - 
allerdings nur in Gegenwart eines Liganden fur den extrazellu- 
laren Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors . 

Man erhalt auf diese Weise eine Zelle, in der der oder ein 
bestimmter ras-Signaltransdukt ionsweg nur in Abhangigkeit von 
einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt eines 
membranstandigen Rezeptors aktiviert werden kann. Diese Zelle 
ermoglicht die Etablierung eines in vi vo-Assayverf ahrens, wel- 
ches anhand des Nachweises einer gegebenenfalls erfolgten Akti- 
vierung des speziellen ras-Signaltransdukt ionsweges , ggf. indi- 
rekt uber an oder in der Zelle nachweisbare spezifische Auswir- 
kungen, wie Zellwachstum, die Detektion von Interaktionen zwi- 
schen einem solchen Rezeptor und einem dafur spezifischen Li- 
ganden ermoglicht.- 

Somit ist ein erster Gegenstand dieser Erfindung eine Zelle, 
die einen zellularen Membranrezeptor umfalit, der einen Liganden- 
bindungsabschnitt, ein Membranlokalisierungssignal und einen Me- 
diatorabschnitt umfalit, und die dadurch gekennzeichnet ist, daft 
nur bei Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
eine Strukturanderung, insbesondere eine Konf ormat ionsanderung 
und/oder eine enzymatische Modif izierung, z.B. durch Phosphory- 
lierung oder Dephosphorylierung, mit Auswirkungen auf den Media- 
torabschnitt bewirkt wird, so daft in der Folge ein Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras- 
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ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren f an eine Kompo- 
nente der Zellmembran, und insbesondere an den Mediatorabschni tt 
des Rezeptorproteins, gegebenenf alls uber weitere Proteine Oder 
Polypeptide, bindet . 

Der zellulare Membranrezeptor kann ein natiirlich vorkommen- 
der Rezeptor sein, wie beispielsweise ein Transmembranrezeptor , 
ein Enzym-gekoppelter Rezeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezep- 
tor, ein 7-Transmembranrezeptor oder ein Geruchsrezeptor ("Odour 
Receptor" oder "Olfactorial Receptor") . Der zellulare Membranre- 
zeptor kann in der Zelle natiirlicherweise vorkommen oder kann 
aus einem andersart igen Zellsystem stammen und in die Zelle 
durch Transformation oder Transfektion eingeschleust worden 
sein. 

Alternativ kann der zellulare Membranrezeptor auch ein in 
der Natur nicht vorkommender , synthet ischer Rezeptor sein. Ein 
solcher umfaftt bevorzugt Abschnitte oder Domanen, die ihrerseits 
jeweils in der Natur vorkommen, wie z.B. die Aminosauresequenz 
des Ligandenbindungsabschnitts eines Transmembranrezeptors, ei- 
nes Enzym-gekoppelten Rezeptors, eines G-Protein-gekoppelten Re- 
zeptors, eines 7-Transmembranrezeptors oder eines Geruchsrezep- 
tors ("Odour Receptor" oder "Olfactorial Receptor"), aber auch 
die eines in der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors, wie ei- 
nes Steroid-Rezeptors, Orphan-Rezeptors , Vitamin-Rezeptors, bei- 
spielsweise Vitamin D-Rezeptors, Thyroxin-Rezeptors oder Retin- 
saurerezeptors, oder davon durch Aminosaureanf ugung, -austausch, 
-modif izierung, -insertion oder -deletion abgeleitete Sequenzen, 
kann aber auch beispielsweise mittels "molecular modelling" er- 
zeugte Abschnitte umfassen. Beispielsweise kann ein solcher Mem- 
branrezeptor einen Ligandenbindungsabschnitt und ein Membranlo- 
kalisierungssignal, die beide von einem bestimmten Protein aus 
einem bestimmten Organismus abstammen, und einen Mediatorab- 
schnitt, der von einem unterschiedlichen Protein und ggf . auch 
Organismus abstammt, umfassen. Insbesondere stammen der Ligan- 
denbindungsabschnitt und der Mediatorabschnitt von unterschied- 
lichen Proteinen und ggf. auch Organismen ab; auch das Membran- 
lokalisierungssignal kann dementsprechend von einem unterschied- 
lichen Protein und/oder Organismus abstammen oder auch synthe- 


- 8 - 

tisch erzeugt sein. AulJerdem kann der Ligandenbindungsabschnitt 
einen in der Natur nicht vorkommenden, beispielsweise durch "mo- 
lecular modelling" erzeugten synthetischen Ligandenbindungsab- 
schnitt mit insbesondere zunachst nur vermuteter Ligandenbin- 
dungsf unktion umfassen. 

In bevorzugten Ausf uhrungsf ormen dieser Erfindung umfaBt 
das Membranlokalisierungssignal des zellularen Membranrezeptors 
die Aminosauresequenz einer Transmembrandomane, wie sie insbe- 
sondere bei Transmembranrezeptoren gefunden wird, eines Farne- 
sylierungssignals, Myristylierungssignals oder Prenylierungs- 
signals oder ist davon, z.B. durch Aminosaureaustausch, -mo- 
difizierung, -insertion oder -deletion, abgeleitet. 

Wie bereits angesprochen, ist das Ef f ektorprotein oder 
-polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, ein Guanine Nucleotide Exchange Factor 
(GEF) , z.B. das CDC25-Protein aus Saccharomyces cerevisiae oder 
ein SOS-Protein aus einem Saugetier oder ein SOS-ahnliches Pro- 
tein aus einem beliebigen Organismus, oder ein aktives Protein 
aus der Ras-Familie, ist von derartigen Faktoren oder Proteinen 
abgeleitet oder weist eine derartige Funktion in einem Abschnitt 
davon auf. 

In einer besonderen Ausf uhrungsf orm, die nachfolgend detail 
lierter erlautert wird, liegt das Eff ektorprotein oder -polypep- 
tid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weg zu aktivieren, in Form eines Fusionsproteins eines Effektor- 
abschnitts mit einem Adaptorprotein oder -polypeptid vor, das 
die Bindung an eine Komponente der Membran im Falle einer Ligan- 
denbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors, gegebenenfalls iiber weitere Proteine oder Polypeptide, er- 
moglicht . 

In einer weiteren speziellen Ausf uhrungsf orm bedarf das Fu- 
sionsprotein einer enzymatischen Modif izierung, bevor es an die 
Komponente der Membran, gegebenenfalls uber weitere Proteine 
oder Polypeptide, gebunden werden kann. In diesem Falle wird in 
dem erfindungsgemaften Zellsystem eine fur die enzymatische Modi- 
fizierung erf orderliche enzymatische Aktivitat nur aufgrund ei- 
ner Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt aktiviert. 
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In alien Fallen erfolgt in den Zellen infolge der Linden 
T a n Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
bindung an den ot . in , ode r -polypeptlds an die 

elne Translokatron des Erfektorp Ras - ah nlichen 

— -trttr r - — - 
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bew irkt. Oie Bindung des "-.to.pro e.n o e ^ ^ 
die Ko.ponente der -«br.n i t u ^^rle^s m8gllch , 

d d r ILirkungen au f den Hediatorabscbnitt be„irkt _ 

da! in der Folge das Ef fektorprotein oder -polypeptrd, gege 
I 1 s e weitere Proteine Oder Polypeptide, an die Ko.po- 
benenfalls uber bevorzug ten Rusf Clhrungsform an 

nente der Membran, und in einer bevorz g 

k»„ rti. se n Mediatorabschnitt bindet. 
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Ko.ponente der Membran, gegebenenfalls Uber "l""^"™ 
oder Polypeptide, kann abhangig von dem ^erlrgen Membranrezep 

or und Hesondere von de ra ieweiligen Mediatorabschnitt des 
Membranrezeptors auf unterschiedliche Weise erfolgen: 

m einer ersten Variante entspricht der Mediatorabschnitt 
d L zytop as m atischen Teil eines S-Protein gekoppelten Bezep- 
tors Lternativ u»f..t er «r die nachfolgend eriauterten Er- 

. j Al(J i-ion. -insertion und/oder 

„ n heisoielsweise ein naturlich vorkornmender 
Membranrezeptor kann bexspxeiswei nmf3Ssen z B. die 

^.^■ir^ nipse Rezeptoren umfassen z. . d. 
7-Transmembranrezeptor sein. Diese *e t> 


- 10 - 


Toxinrezeptoren, die Geruchsrezeptoren, Neurotransmitterrezepto- 
ren und viele andere mehr (Dohlman et al . ; 1991, Leurs et al., 
1998) . 

Dariiber hinaus kann der zellulare Membranrezeptor auch ein 
synthetischer Rezeptor sein, z.B. mit dem zytoplasmat ischen Teil 
eines bestimmten G-Protein-gekoppelten Rezeptors als Mediatorab- 
schnitt und der Ligandenbindungsdomane eines anderen G-Protein- 
gekoppelten Rezeptors oder auch eines andersart igen Rezeptors. 
Essenziell ist bei synthet ischen Rezeptoren dieser Art, daft der 
Ligandenbindungsabschnitt bei Bindung von Ligand die naturli- 
cherweise bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in diesem Falle 
auftretende Strukturanderung, insbesondere Konf ormationsanderung 
mit Auswirkung auf den Mediatorabschnitt , den zytoplasmatischen 
Teil des Rezeptors, bewirkt. 

Wie bereits erlautert, wird bei den G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren die zytoplasmatische Rezeptorkonf iguration abhangig 
von einer Ligandenbindung durch einen G-Proteinkomplex abgegrif- 
fen, der aus drei Untereinheiten besteht und der das Signal 
durch Dissoziation in einen aktivierten membrangebunden (Jy-Teil 
und in eine aktivierte, ebenfalls membrangebundene Ga-Protein- 
untereinheit weiterleitet . Die Aktivierung der Ga-Proteinunter- 
einheit geht einher mit einem Austausch des fur den inaktiven 
Zustand charakteristischen Kofaktors GDP durch den fur den akti- 
vierten Zustand charakteristischen Kofaktor GTP, der nach GTP zu 
GDP-Hydrolyse die Ga-Proteinuntereinheit wieder inaktiviert. 

Die Weiterleitung des Signals aus der G-Protein-Aktivierung, 
d.h. -Dissoziierung, bzw. -Inaktivierung, d.h. -Reassoziierung, 
zu den G-Protein-Mediatoren, diversen Signaltransdukt ionswegen, 
die ihrerseits auf den zellularen Stoffwechsel einwirken, ver- 
mitteln sogenannte Adaptorproteine . Adaptorproteine fur die G- 
Protein-Mediatoren sind z. B. Adenylat zyklasen, die Phospholipa- 
se C und andere G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, sowie be- 
stimmte Ionenkanale. Einige von diesen binden insbesondere an 
den nach wie vor mit dem Mediatorabschnitt assoziierten und auf- 
grunddessen membranstandigen aktivierten py-Teil des G-Proteins, 
andere wiederum an die aktivierte, abdissoziierte, jedoch eben- 
falls nach wie vor membrangebundene Ga-Proteinuntereinheit. 


Eine Effektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die 
Membran kann nun 

- uber vermittlung des membranstandigen aktivierten py-Texls des 
G-Proteins (Variante (a) ) , 

_ uber Vermittlung der von dem Py-Teil des G-Proteins abdissoz,- 
ierten, jedoch nach wie vor membrangebundenen aktivierten Ga- 
Proteinuntereinheit (Variante (b) ) oder 

- uber den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors in seiner s P e- 
ziellen Struktur, wie sie nach Bindung eines Liganden an den Li- 
gandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, (Variante 

(c) ) erf olgen. 

Varianten (a) und (b) : 

Eine Effektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die Mem- 
bran uber Vermittlung des membranstandigen aktivierten Py-Teils 
des G-Proteins (Variante (a)) bzw. uber Vermittlung der von dem 
Py-Teil des G-Proteins abdissoziierten, jedoch nach wie vor mem- 
brangebundenen aktivierten Ga-Proteinuntereinheit (Variante (b) ) 

kann 

— durch "Bindung" an den membrangebundenen aktivierten Py-Teil 
(Variante (a)) bzw. an die abdissoziierte membrangebundene akti- 
vierte Ga-Proteinuntereinheit des G-Proteins (Variante (b) ) di- 
rekt (Alternative (i) ) , 

— uber eines der genannten Adaptorproteine, die mit dem mem- 
branstandigen aktivierten Py-Teil des G-Proteins (Variante (a)) 
oder mit der abdissoziierten membrangebundenen aktivierten Ga- 
Proteinuntereinheit des G-Proteins (Variante (b) ) assoziiert 
sind, (Alternative (ii)) oder 

— uber eine "Bindung" an ein membranstandiges Molekiil, das 
durch Vermittlung des aktivierten p y -Teils (Variante (a)) oder 
der aktivierten Ga-Proteinuntereinheit (Variante (b) ) des G- 
Proteins in einem speziellen modif izierten Zustand vorliegt, 
(Alternative (iii) ) erfolgen. 

Fur Alternative (i) wird das Effektorprotein oder -polypep- 
tid in der Zelle z.B. in Form eines Fusionsproteins eines Effek- 
torabschnitts, der die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs bewirken kann, mit einem mit dem py-Teil des G-Pro- 
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teins nach Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante (a)) oder 
mit der aktivierten Ga-Proteinuntereinheit nach Abdissoziierung 
von dem py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) wechselwirkenden 
Adaptorprotein, insbesondere einer Kinase oder einer Phospholi- 
pase C, z.B. einer GRK2- oder GRK3-Kinase (GRK = "G-protein cou- 
pled receptor kinase") oder einer Phosphatidylcholin-Phospho- 
lipase C, vorgesehen. 

Alternativ kann fur Alternative (i) das Ef f ektorprotein oder 
-polypeptid auch in Form eines Fusionsproteins des Effektorab- 
schnitts mit einem Antikorper, der spezifisch den py-Teil des G- 
Proteins nur nach Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante 
(a)) bzw. spezifisch die aktivierte Ga-Proteinuntereinheit nach 
Abdissoziierung von dem Py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) er- 
kennt, bereitgestellt werden . 

Fur Alternative (ii) kann das Eff ektorprotein oder -poly- 
peptid u.a. als Fusionsprotein bereitgestellt werden, dessen Ad- 
aptorabschnitt an ein Adaptorprotein mit in der Regel enzymati- 
scher Aktivitat, wie sie vorstehend speziell fur eine Wechsel- 
wirkung mit G-Proteinen beispielhaft angefuhrt wurden, wobei das 
Adaptorprotein spezifisch mit dem py-Teil des G-Proteins nur nach 
Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante (a)) bzw. mit der 
aktivierten Ga-Proteinuntereinheit nur nach Abdissoziierung von 
dem py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) assoziieren oder wech- 
selwirken kann, bindet . Den Adaptorabschnitt des Fusionsproteins 
kann dabei insbesondere ein AntikSrper bilden, der das Adaptor- 
protein spezifisch erkennt und bindet. 

In einem weiteren Falle weist auch das Adaptorprotein Anti- 
korpereigenschaft auf, wobei das Adaptorprotein entweder spezi- 
fisch den py-Teil des G-Proteins nur nach Abdissoziierung der a- 
Untereinheit (Variante (a)) oder die aktivierte Ga-Protein- 
untereinheit nur nach Abdissoziierung von dem py-Teil des G- 
Proteins (Variante (b) ) erkennt. Bei dieser Konstellat ion weist 
der Adaptorabschnitt des Fusionsproteins in der Regel die Funk- 
tion eines sogenannten "sekundaren Antikorpers" oder anti- 
Antikdrpers, welcher den mit dem Mediatorabschnitt assoziierten, 
sogenannten "primaren" AntikSrper erkennt, auf. 
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Fur Alternative (iii) wird die Tatsache ausgenutzt, daft ein 
G-Protein in aktiviertem Zustand eine Phosphat idylinositol-3- 
kinase (PI3K) aktivieren kann, die ihrerseits infolge der Akti- 
vierung sogenannte "second messenger"-Verbindungen durch Phos- 
phorylierung der D-3-Position des Inositolrings von Phosphoino- 
sitiden (z.B. Ptdlns (3, 4) P 2 (AKT) Oder Ptdlns ( 3, 4 , 5 ) P 3 (BTK) ) er- 
zeugt. Diese Phosphoinositide sind membranstandig und binden in 
ihrem phosphoryiierten Zustand sogenannte "Src homology (2)" 
( SH2 ) - und "pleckstrin homology" ( PH) -Domanen . Fur Alternative 
(c) stellt man dementsprechend das Ef f ektorprotein Oder - 
polypeptid in einer besonderen Ausf uhrungsf orm in Form eines Fu- 
sionsproteins des Ef f ektorabschnitts, der die Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs bewirken kann, mit einer "Src 
homology (2)" (SH2)-Domane oder mit einer "Pleckstrin homology" 
(PH)-Domane bereit. Die Translokation des Ef f ektorproteins oder 
-polypeptids in Form des Eff ektorabschnitts erfolgt dementspre- 
chend nur, wenn eine Phosphorylierung zu den speziell erlauter- 
ten Phosphoinositiden infolge der G-Protein-Aktivierung erfolgt, 
inf olgedessen die (SH2)- oder (PH) -Domanen des Fusionsproteins 
mit diesen Phosphoinositiden assoziieren. 

Variante c: 

Wie erlautert, kann eine Eff ektorprotein- bzw. -polypeptid- 
Translokation an die Membran alternativ auch uber den Mediator- 
abschnitt des Membranrezeptors in seiner speziellen Struktur, 
wie sie nach Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors vorliegt, erfolgen, und zwar 

durch direkte "Bindung" an den Mediatorabschnitt in seiner 
speziellen Struktur, wie sie nach Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, (Alter- 
native (i) ) oder 

uber ein oder mehrere Adaptorprotein (e ) , die mit dem Media- 
torabschnitt in seiner speziellen Struktur, wie sie nach Bindung 
eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors vorliegt, assoziiert sind, (Alternative (ii) ) . 

Fur Alternative (i) wird das Eff ektorprotein oder -polypep- 
tid in der Zelle z.B. in Form eines Fusionsproteins eines Effek- 
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torabschnitts, der die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs bewirken kann, mit einem mit dem Mediatorabschnitt 
des Membranrezeptors nur in seiner speziellen Struktur, wie sie 
nach Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des 
Membranrezeptors vorliegt, wechselwirkenden Adaptorprotein, ins- 
besondere einem Antikorper ent sprechender Spezifitat, vorgese- 
hen . 

Fur Alternative (ii) dieser Variante kann das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid insbesondere als Fusionsprotein bereitge- 
stellt werden, dessen Adaptorabschnitt an ein Adaptorprotein, 
welches spezifisch mit dem Mediatorabschnitt des Membranrezep- 
tors nur in seiner speziellen Struktur, wie sie nach Bindung ei- 
nes Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors vorliegt, assoziieren oder wechselwirken kann, bindet . Den 
Adaptorabschnitt des Fusionsproteins kann dabei insbesondere ein 
Antikorper bilden, der das Adaptorprotein spezifisch erkennt und 
bindet. In dem speziellen Falle, wo auch das Adaptorprotein An- 
tikorpereigenschaft aufweist, wobei das Adaptorprotein den Me- 
diatorabschnitt des Membranrezeptors spezifisch nur in seiner 
speziellen Struktur, wie sie nach Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, er- 
kennt, weist der Adaptorabschnitt des Fusionsproteins bei dieser 
Konstellation die Funktion eines sogenannten "sekundaren Anti- 
korpers" oder anti-Antikdrpers, welcher den mit dem Mediatorab- 
schnitt assoziierten, sogenannten "primaren" Antikorper erkennt, 
auf . 

2) Bei einer zweiten Variante werden fur den zellularen 
Membranrezeptor Rezeptoren mit Mediatorabschnitten ausgewahlt, 
welche bei Bindung von Ligand an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors Adaptorproteine binden kdnnen, welche die 
Bindung des Ef f ektorproteins oder -polypeptids vermitteln. 

Die hierfur geeigneten Membranrezeptoren, die ggf. auch 
nur den Mediatorabschnitt bereitstellen, sind insbesondere 
Enzym-gekoppelte Rezeptoren mit eigener enzymat ischer Aktivitat 
und insbesondere mit Kinaseakt ivitat , beispielsweise Tyrosin- 
kinaseaktivitat, Serin/Threoninkinaseakt ivitat oder Phospha- 
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taseaktivitat, welche im zytoplasmatischen Abschnitt des 
Rezeptors lokalisiert ist. Die enzymatische Aktivitat des 
Mediatorabschnitts wird dabei stets erst bei Bindung von Ligand 
an die Ligandenbindungsdomane des Membranrezeptors infolge der 
durch die Ligandenbindung bewirkten Struktur- und insbesondere 
Konf ormationsanderung aktiv* Die enzymatische Aktivitat ist 
dabei bei bestimmten. Ausf uhrungsf ormen fur die bei Liganden- 
bindung mogliche Bindung des oder der Adaptorprotein (e) an den 
Mediatorabschnitt mit erf orderlich, z.B. uber eine z.T. 
mehrfache Phosphorylierung des Mediatorabschnitts (vgl. Fig. 2a 
und 3) und/oder auch uber eine Phosphorylierung von 
Adaptorprotein (en) . Ein Beispiel fur einen entsprechenden 
natiirlich vorkommenden Enzym-gekoppelten Rezeptor ist der 
epidermaler Wachstumsf aktor-Rezeptor (EGFR) , der eine 
Tyrosinkinaseaktivitat aufweist (vgl. Fig. 3), 

Die hier einsetzbaren Membranrezeptoren konnen wie bei 1) 
natiirlich vorkommende Rezeptoren, von solchen Rezeptoren 
abgeleitete Rezeptoren oder auch synthetische Rezeptoren sein, 
die insbesondere Abschnitte verschiedenen Ursprungs mit den 
vorstehend erwahnten Funktionen, wie Membranlokalisierung, 
Ligandenbindung und Mediatorf unktion, umfassen. Diese Ab- 
schnitte konnen ihrerseits von natiirlich vorkommenden 
Rezeptoren oder andersartigen Proteinen abstammen oder von 
solchen nach den bereits erlauterten Maftgaben abgeleitet sein. 
Essenziell ist auch bei den synthetischen Rezeptoren dieser 
Art, daft der Ligandenbindungsabschnitt bei Bindung von Ligand 
die naturlicherweise bei Enzym-gekoppelten Rezeptoren in diesem 
Falle auftretenden Struktur- und insbesondere Konf ormations- 
anderungen mit Auswirkung auf den Mediatorabschnitt und ins- 
besondere auf die in diesem Abschnitt lokalisierte enzymatische 
Aktivitat bewirkt. 

Eine Ef f ektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die 
Membran kann nun durch Bindung des Ef f ektorproteins oder -poly- 
peptids an das aufgrund einer Bindung an den Mediatorabschnitt 
membranstandige Adaptorprotein erfolgen (Alternative (a) ) oder 
durch Verwendung eines Fusionsproteins, das das Eff ektorprotein 
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oder -polypeptid in Fusion mit dem Adaptorprotein enthalt (Al- 
ternative (b) ) . 

Fur Alternative (a) konnen in einer besonderen Ausfuh- 
rungsform Mediatorabschnitte von Membranrezeptoren gewahlt wer- 
den, die im Falle einer Bindung von Ligand an ihren Liganden- 
bindungsabschnitt Adaptorproteine binden, an die natiirlicher- 
weise eine Bindung von Guaninnukleot id-Austauschf aktor (GEF) 
erfolgt. Ein Beispiel fur einen derartigen Membranrezeptor 
stellen der epidermaler Wachstumsf aktor-Rezeptor (EGFR) und die 
fur dessen zytoplasmat ischen oder Mediatorabschnitt spezifi- 
schen Adaptorproteine Grb2 und She dar. An diese Adaptorpro- 
teine Gbr2 und She, die an den Mediatorabschnitt des EGFR nur 
im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
von diesem binden, bindet wiederum ein Guaninnukleotidaus- 
tauschf aktor, der in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnli- 
chen Signalweg in einer Zelle zu aktivieren. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Alternative (a) kann 
das Ef f ektorprotein oder -polypeptid jedoch auch in Form eines 
Fusionsproteins aus einem Ef f ektorabschnitt , der in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in einer Zelle zu 
aktivieren, und einem Abschnitt mit Antikorpereigenschaf t be- 
reitgestellt werden, wobei der Abschnitt mit Antikorpereigen- 
schaf t spezifisch das oder die Adaptorprotein (e) erkennt und 
bindet, die infolge einer Ligandenbindung an den Ligandenbin- 

ungsabschnitt des Membranrezeptors an den Mediatorabschnitt 

on diesem gebunden werden. 

Bei einer speziellen Variante dieser Ausf uhrungsf orm stellt 
das Adaptorprotein kein natiirlicherweise vorkommendes Adaptor- 
protein, wie Grb2 oder She, oder ein davon abgeleitetes Adaptor- 
protein dar, sondern weist ebenfalls Antikorpereigenschaf t auf, 
wobei das Antikorper-Adaptorprotein, wie soeben erlautert, den 
Mediatorabschnitt des Membranrezeptors nur infolge einer Ligan- 
denbindung an den Ligandenbindungsabschnitt desselben erkennt 
und bindet. In diesem Falle weist der Adaptorabschnitt des Fusi- 
onsproteins dann die Funktion eines sogenannten "sekundaren An- 
tikorpers" oder anti-Antikorpers, welcher den mit dem Mediator- 


abschnitt assoziierten, sogenannten "primaren" Antikorper er- 

kennt, auf. 

in Alternative (b) «ird das Ef f ektorprotein in Form eines 
Fusionsproteins. das den Ef f ektorabschnitt in Fusion mit dem 
Adaptorprotein enthSlt, vorgesehen. Durch die Bindung des Adap- 
torproteinabscnnitts des Fusionsproteins an den Mediatorab- 
schnitt eines Membranrezeptors infolge der Ligandenbrndung an 
den Ligandenbindungsabschnitt von diesem wird uber die 
kovalente VerknUpfung innernalb des -ionsproteins auob de 
Effektorabschnitt an die Membran gefahrt und kann dort 
Wirkung.zur Aktivierung eines Ras- Oder RAS-ahnlichen 

qianalweqs ausuben. 

Ein Beispiel for diese Variante ,b, i.t ein Fusionspro- 

ras, L61) , oaer ej-u , d , in verbin- 

r*M. Ein solches Fusionsprotein wird z.B. wieder 
™ fS "- El ° EGF R- M embranrezeptor oder mit einem Rezeptor, 
dung mit e- von diesem um£ali t, eingesetzt, 

der den zytoplasmatischen Teil "° des EGFR mit 

ZZ L::iLir,t und darker den Ef f ektorabscbnitt an die 

— £ " h " , i: 1 Be Ii;i e rr U r 2 :ie!i'variante <b, 1st ein 
r Ein weiteres Beispiei ru .„ 

* •„ das als Adaptorabschnitt einen Antikorper 
Fusionsprotein, das als P schnitt des Membtan - 

aufweist, der ^Mouto^on nacn Bindung 

ir n r;i; a :di;ln -LUdenbi ndungsabsc hni tt erkenn-t und 

bindet . 

• «. uari ante 1st der zweiten Variante ahnlich, wo- 
" ■ -^L. * - Xnllzeptor eingesetzte bz*. «« die G e- 
bei Dedoch der ais M embranrezeptors herangezo- 

staltung des Mediators " - ^ en2ymatlsch e Akti- 

gene Enzym-gekoppelte Rezepto „ itd , sond ern 

vitat aufweist, die bei Ligandenbindung aktivrert 
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vielmehr in strikter Abhangigkeit von einer eigenen Aktivierung 
durch Ligandenbindung ein separates rezeptorspezif isches Enzym 
aktiviert, das sich z.B. auf einer separaten Untereinheit be- 
findet. Als Beispiele fur einen derartigen Rezeptortyp konnen 
diverse Zytokinrezeptoren genannt werden. 

Dieses separate rezeptorspezif ische Enzym kann in einer 
besonderen Ausf uhrungsf orm auch zu der Zelle heterolog sein. 
Bevorzugt ist das separate rezeptorspezif ische Enzym ebenfalls 
eine Kinase und insbesondere eine Tyrosinkinase . Wieder ftihrt 
die Kinaseaktivitat bevorzugt zur Phosphorylierung des Media- 
torabschnitt s , d.h. des zytoplasmatischen Abschnitts des Mem- 
branrezeptors und wirkt damit zusatzlich auf die Bindung eines 
fur den Mediatorabschnitt spezifischen Adaptorproteins ein. 

Ansonsten gilt gleiches wie fur den Membranrezeptor von 
Variante 2), d.h. dieser kann ein naturlich vorkommender Mem- 
branrezeptor, ein von einem solchen Membranrezeptor abgeleite- 
ter Membranrezeptor oder ein synthet ischer Membranrezeptor 
sein, dessen verschiedene Domanen oder Abschnitte aus unter- 
schiedlichen Quellen stammen, die ggf. auch von naturlich vor- 
kommenden Sequenzen abgeleitet sein konnen. 

Wie bei Variante 2) kann auch hier die Ef f ektorprotein- bzw. 
-polypeptid-Translokation an die Membran durch Bindung des Ef- 
f ektorproteins oder -polypeptids an ein aufgrund einer Bindung 
an den Mediatorabschnitt membranstandiges Adaptorprotein erfol- 
en (Alternative (a) ) oder durch Verwendung eines Fusionspro- 
eins, das das Eff ektorprotein oder -polypeptid in Fusion mit 
dem Adaptorprotein enthalt (Alternative (b) ) . 

Auch in diesem Falle konnen als Beispiele fur mogliche Adap- 
torproteine Grb2 oder She aufgefuhrt werden, die gegebenenf alls 
auch als Fusionsproteine mit einem Ef f ektorabschnitt , der in der 
Lage ist, den Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 
eingesetzt werden konnen, aber auch Antikorper, die spezifisch 
den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors nur in seiner Struk- 
tur/Konf ormation nach Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt erkennen und binden und in Form von Fusionspro- 
teinen mit einem Eff ektorabschnitt eingesetzt werden konnen. Al- 
ternativ umfaftt das Antikorper-Adaptorprotein keine Effektor- 


funktion, sondern wird seinerseits von einem Fusionsprotein mit 
einem Ef f ektorabschnitt und einem Adaptorabschnitt mit der Funk- 
tion eines sogenannten "sekundaren Antikorpers" oder anti- 
Antikorpers, welcher den mit dem Mediatorabschnitt assoziierten, 
sogenannten "primaren" Antikorper (Antikorper-Adaptorprotein) 
erkennt, uber diesen Adaptorabschnitt erkannt und gebunden . 

Sollen mit Hilfe der beschriebenen Zellen die erf indungsge- 
maften Assays ausgefuhrt werden, die, wie nachfolgend detaillier- 
ter erlautert, spezifisch die Wechselwirkung von Liganden mit 
dem Ligandenbindungsabschnitt von Membranrezeptoren nachweisen, 
versteht es sich, daft das Translokationsereignis des Effektor- 
proteins oder -polypeptids an die Zellmembran nur bei einer Li- 
gand-Ligandenbindungsabschnitt-Wechselwirkung an dem speziell zu 
untersuchenden Membranrezeptor auftreten darf. D.h. eine Assozi- 
ierung des Ef f ektorproteins oder -polypeptids mit membranstandi- 
gen Zellkomponenten, die (in Abwesenheit des Membranrezeptors 
und der mit diesem bei der Signaltransdukt ion spezifisch und 
ausschlieftlich zusammenwirkenden Zellkomponenten) natlirlicher- 
weise in diesen Zellen vorkommen, muft, gleich welchen Aktivie- 
rungs- oder Modif izierungszustands der Zellkomponenten, ausge- 
schlossen sein. Dies setzt voraus, daft alle Komponenten, die an 
der Translokation des Eff ektorproteins oder -polypeptids an die 
Zellmembran direkt und indirekt beteiligt sind, nur in Folge der 
ktivierung des speziell zu testenden Membranrezeptors aufgrund 
er Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt, und 
genauer nur in Folge der durch diese Aktivierung bedingten 
Strukturanderung des Mediatorabschnitts in die Lage versetzt 
werden ko.nn.en., die Bindung des Eff ektorproteins oder -polypep- 
tids an eine Komponente der Zellmembran zu vermitteln oder zu 
bewirken . 

Soil in einem Test ein in einer Zelle naturlicherweise vor- 
kommender Membranrezeptor getestet werden, mull sichergestellt 
werden, daft in der Zelle der Mediatorabschnitt dieses Membranre- 
zeptors nur in Zusammenhang mit diesem vorkommt und daft die da- 
mit zusammenwirkenden Adaptor- und Vermitt lerproteine nur mit 
diesem Mediatorabschnitt oder nur aufgrund einer Aktivierung 
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dieses Mediatorabschnitts in einer Weise interagieren konnen, 
daft es schliefllich zu einer Translokation des Ef f ektorproteins 
Oder -polypeptids an die Zellmembran kommt . 

Alternativ kann eine Zelle als Assayzelle ausgewahlt werden, 
in der alle diese Komponenten vor der Einschleusung der geneti- 
schen Information fur den Membranrezeptor und die gegebenenf alls 
benotigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Ef f ektorproteine bzw. 
-polypeptide naturlicherweise nicht vorkommen, also zu dieser 
Ausgangszelle heterolog sind und auch keine zelleigenen Kompo- 
nenten gleicher Spezifitat und ggf. Aktivitat, die diese ersetz- 
ten konnten, vorliegen; bezuglich des Membranrezeptors kann dies 
auch nur fur den Mediatorabschnitt gelten. Oder es mufl dafur 
Sorge getragen werden, daft eine Ausgangszelle, die diese Kompo- 
enten, bezuglich des Membranrezeptors ggf. auch nur den spezi- 
ellen Mediatorabschnitt, in einem ursprunglichen Zustand einmal 
enthielt, diese Komponenten aufgrund von genetischer Oder son- 
stiger Modif izierung vor der Einschleusung der genetischen In- 
formation fur den Membranrezeptor und die gegebenenf alls beno- 
tigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Eff ektorproteine bzw. - 
polypeptide nicht mehr enthalt. Zusammenf assend erlautert, be- 
trifft dies zumindest die folgenden Komponenten: 
den Mediatorabschnitt, 

ggf. die damit zusammenwirkenden Adaptorproteine Oder Adap- 
torproteinabschnitte, sofern eine Bindung des Effektorpro- 
teins Oder -polypeptids an diese oder uber diese erfolgt, 
sowie, 

z.B. im Falle der vorliegend erlauterten Alternative l)c), 
ggf. eine Vermittlerkomponente, welche mit dem Mediatorab- 
schnitt des Membranrezeptor raumlich nicht unmittelbar asso- 
ziiert sein muft, jedoch im Falle einer Ligandenbindung an 
den Ligandenbindungsabschnitt von diesem aktiviert oder mo- 
difiziert wird und auf grunddessen ein sekundares Ereignis an 
einer weiteren Komponente der Zellmembran vermittelt, infol- 
gedessen sich das Ef f ektorprotein oder -polypeptid spezi- 
fisch an diese Komponente der Zellmembran, die mit dem Me- 
diatorabschnitt des Membranrezeptors nicht assoziiert ist, 
bindet; alternativ darf das genannte sekundare Ereignis in 
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der Zelle nur bei Ligandenbindung des Ligandenbindungsab- 
schnitts des Membranrezeptors vermittelt werden. Es durfen 
im letzteren Falle in der Zelle also keine Wechselwir kungs- 
partner fur diese Vermittler vorliegen, die eine entspre- 
chende Aktivierungswirkung wie der Membranrezeptor auf den 
oder die Vermittler ausuben konnen. 

Dementsprechend ist bei einigen Ausf uhrungsf ormen der Erfin- 
dung die Expression bestimmter Typen von Proteinen und Fusions- 
proteinen in einem geeigneten Zellsystem, das diese Proteine und 
Fusionsproteine natiirlicherweise nicht enthalt, ein wesentlicher 
Aspekt. Je nach eingeset ztem Membranrezeptor und insbesondere je 
nach dem durch den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors be- 
dingten Mechanismus, der schliefilich zu einer Translokation des 
Ef f ektorproteins oder -polypeptids an die Membran fiihrt, kann es 
erforderlich werden, eines oder mehrere der vorstehend genannten 
Proteine in einer Zelle, die diese (s) natiirlicherweise nicht 
enthalt, zu exprimieren. Diese Proteine konnen in ihrer natur- 
lich vorkommenden Form, sofern es eine solche gibt, oder in Form 
von Fusionsproteinen, exprimiert werden. 

Ein erstes derartiges Fusionsprotein kann ein Membranrezep- 
tor, wie er vorstehend erlautert wurde, sein, bei dem insbeson- 
dere und gegebenenf alls auch ausschlieftlich der Mediatorab- 
schnitt zu der Zelle heterolog ist. 

Ein weiteres dieser Fusionsproteine stellt das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid in einer besonderen Form bereit und be- 
teht aus Domanen bzw. Teilen, die folgende Funktionen vereinen: 

i) die membranstandige spezifische Interaktion eines Adaptor- 
abschnitts des Fusionsproteins mit einer Komponente der Mem- 
bran und in einer besonderen Ausf uhrungsf orm dem Mediatorab- 
schnitt des Rezeptors in Abhangigkeit von der extrazellula- 
ren Ligandenbindung (Adaptorf unktion) ; 

ii) die Aktivierungsmoglichkeit eines ras- oder ras-ahnlichen 
Signaltransduktionsweges in Abhangigkeit von der durch den 
Adaptorabschnitt bedingten Membranlokalisierung aufgrund ei- 
nes mit dem Adaptorabschnitt in dem Fusionsprotein fusio- 
nierten Ef f ektorabschnitts ( Effektorf unktion) . 
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Die erstgenannte Funktion bewirkt, daft das Adaptor-Ef fektor- 
Fusionsprotein nur dann an die Membran gelangt und damit an den 
W lr kort desjenigen Teils des Fusionsproteins, welcher fur die 
zweite Funktion verantwortlich ist, wenn ein Ligand an den in 
der Regel extrazellularen Teil, d.h. den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Rezeptors gebunden hat. Ohne Ligandenbindung liegt 
der Rezeptor in einer Konf igurat ion vor, die den Adaptorab- 
schnitt nicht direkt binden kann oder einen membranstandigen 
Folgeprozess uber einen Mediator nicht auslosen kann, den der 
Adaptorabschnitt erkennen konnte. Bei Ligandenbindung nimmt der 
zytosolische Teil des Rezeptors eine Konf iguration ein, die der 
Adaptorteil direkt erkennen kann oder er lost einen Folgevorgang 
aus, der zu einer membranstandigen Proteinkonf igurat ion anderer 
Mediatorproteine fiihrt, die der Adaptor erkennen kann. In Abwe- 
senheit der Ligandenbindung liegt also das Adaptor-Ef fektor- 
Fusionsprotein im Zytosol nicht am Wirkort des Effektorab- 
schnitts vor. Nur wenn der Ef f ektorabschnitt membranstandig ori- 
entiert wird, kann er als Signaltransduktionskomponente im ras- 
oder ras-ahnlichen Signalt ransdukt ionsweg aktiv werden. (Fig. 2a 
und b) . 

Eine solche Aktivierung kann, wie weiter unten ausf uhrlicher 
erlautert wird, detektiert werden uber phanotypische Anderungen 
(z. B. Wachstum oder Gen- bzw. Reportergenaktivitat ) in der Zel- 
le, wobei die Zellen unter den Assaybedingungen in Abwesenheit 
es Liganden inaktiv bezuglich des ras- oder ras-ahnlichen Si- 
naltransduktionsweges sein mussen. 

In einem bevorzugt verwendeten experimentellen System der 
Erfindung umfaftt das Fusionsprotein als Eff ektorabschnitt ein 
mutiertes humanes Ras-Protein (Ha-Ras, L61), dem die Farnesylie- 
rungssequenz, welche fur eine Membranlokalisierung des Proteins 
sorgt, fehlt. 

Auch weitere Protein-Komponenten, die neben dem Membranre- 
zeptor und insbesondere dessen Mediatorabschnitt sowie dem Ef- 
fektorprotein selbst an der Translokat ion des Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids unmittelbar oder mittelbar beteiligt sind, 
konnen gegebenenf alls als in der Natur nicht vorkommende Fusi- 
onsproteine in der Zelle exprimiert werden. 
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Zum klareren Verstandnis der Lehre dieser Unterlagen sei 
angefugt, daft im vorliegenden Zusammenhang unter dem Begriff 
"Lxgand" nur seiche Bindungspartner fur Rezeptoren and insbe- 
sondere Membranrezeptoren verstanden werden sollen, die bei ei- 
ner Bindung an den Ligandenbindungsabschnitt eines solchen Re- 
zeptors eine Strukturanderung, insbesondere eine Konformati- 
onsanderung und/oder eine enzymatische Modif izierung, Z . B 
durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung, hervorrufen 
wie sie in vivo bei der Bindung eines naturlichen Liganden er- 
folgt und wofur Beispiele vorstehend erlautert wurden. Bin- 
dungspartner, die eine solche Strukturanderung nicht hervorru- 
fen, werden von dem Begriff "Ligand" nicht umfaftt. 

Von den hier synonym verwendeten Begriffen "Ras- und Ras- 
ahnlicher Signalweg" oder "sich an ein Ras-Protein anschlieften- 
der Signalweg" werden auch die sogenannten ras-ahnlichen 
Signalwege mitumfaftt, die von diversen weiteren Mitgliedern der 
Ras-Familie gesteuert werden. Unter den Mitgliedern der Ras- 
Familie gibt es solche, die trotz Ursprungs aus unterschiedli- 
chen Organismen ein. und denselben Signaltransduktionsweg in ei- 
ner gewahlten Zielzelle aktivieren konnen . Ein Beispiel hierfur 
ist das humane Ha-Ras (L61), das in der Lage ist, auch einen 
ras-Signalweg in Saccharomyces cerevisiae zu aktivieren, der 
auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung far eine 
jVermehrung der Hefezellen essenziell ist. Andere Mitglieder der 

as-Familie sind nur in der Lage, einen einzigen, fur sie spe- 
zifischen Signalweg zu aktivieren. 

Eine Reihe von Mitgliedern der Ras-Familie, wie das vor- 
stehend erwahnte Ha-Ras (L61), aktiviert Signalwege, die auf 
den Zellzyklus einwirken und deren Aktivierung uber die Akti- 
vierung spezieller Transkriptionsf aktoren fur die Zellvermeh- 
rung essenziell sind. Andere derartige Ras-Proteine aktivieren 
Signalwege, die spezifisch zur Aktivierung jeweils eines einer 
Vielzahl von Transkriptionsf aktoren, die fur andere Gene als 
jene des Zellzyklus spezifisch sind, fuhren. Im vorliegenden 
Kontext ist alien ras-Signalwegen gemeinsam, daft sie fur ihre 
Aktivierung ein an der Zellmembran vorliegendes aktives Ras- 



- 24 - 

Protein erfordern, wobei das Ras-Protein gegebenenf al Is fur 
seine Aktivitat die gleichzei tige Anwesenheit eines Guaninnu- 
kleotid-Austauschfaktors an der Zellmembran benotigt. 

Wird in diesen Unterlagen auf eine Inakt ivierung eines 
ras-Signalwegs Oder eines ras-ahnlichen Signalwegs Bezug genom- 
men, so wird darunter stets eine Inaktivierung auf Ebene des 
Ras-Proteins und/oder eines dafur spezifischen Guaninnukleotid- 
Austauschfaktors verstanden. Die genannte Signalwegsinaktivie- 
rung tritt in einer Zelle im vorliegenden Zusammenhang bevor- 
zugt nur unter bestimmten Umweltbedingungen, wie Temperatur, 
auf, kann also durch gezielte Einstellung von Umweltbedingungen 
induziert und wieder aufgehoben werden. 

Im zellularen Kontext wird nun bei jeder der erlauterten 
Ausfuhrungsformen durch Einwirkung der aktiven Signaltransduk- 
tionskomponente ein ras- oder ras-ahnlicher Signaltransdukti- 
onsweg aktiviert. Verwendet man eine Zelle, bei der dieser ras- 
oder ras-ahnliche Signalweg in Abwesenheit des Fusionsproteins 
aufgrund von Mutationen zumindest unter bestimmten Bedingungen 
nicht aktiviert ist, kann eine solche allein durch die infolge 
der Ligandenbindung erfolgte Translokat ion des Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids an die Zellmembran vermittelte Aktivierung 
uber phanotypische Veranderungen, z.B. Wachstum oder Gen- bzw. 
Reportergenaktivitat, in der Zelle detektiert werden. 

Das Effektorprotein oder -polypeptid vermag bevorzugt, ras- 
ignaltransduktionswege zu aktivieren, die auf den Zellzyklus 
einwirken und deren Aktivierung fur die Zellvermehrung essenzi- 
ell ist. Alternativ und ebenso bevorzugt wirkt es auf einen der 
Ras-Signalwege ein, die der Aktivierung von Transkriptionsf akto- 
ren fur Gene dienen, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell 
sein miissen. 

Das Effektorprotein oder -polypeptid kann die Aktivitat ei- 
nes aktiven und insbesondere eines konstitutiv aktiven Ras- 
Proteins aufweisen. Konstitutiv aktive Ras-Proteine zeigen Ak- 
tivitat unabhangig von der Anwesenheit von Guaninnukleotid- 
Austauschfaktor-Molekulen, die diverse andere Ras-Proteine fur 
ihre Aktivitat benotigen. Zu diesem Zweck kann das Effektorpro- 


tern oder -polypeptid beispielsweise die Aminosauresequenz ei- 
nes aktiven oder konstitutiv aktiven Ras-Proteins, das in der 
Natur vorkommt, z.B. dem humanen Ha-Ras (L61), oder von Teilen 
davon umfassen. Oder es kann Aminosauresequenzen umfassen, die 
von derartigen Sequenzen, z.B. durch Aminosaureanf ugung, -aus- 
tausch, -modifizierung, -insertion oder -deletion, abgeleitet 


sind 


Alternativ kann das Ef f ektorprotein oder -polypeptid die 
Aktivitat eines f unkt ionellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors 
("guanine nucleotide exchange factor") aufweisen. In dieser 
Hinsicht kann die Aminosauresequenz des Ef f ektorproteins oder 
-polypeptids ebenfalls beispielsweise Sequenzen von in der Na- 
tur vorkommenden Guaninnukleotid-Austauschf aktoren oder Teilse- 
quenzen davon umfassen oder sie kann davon, z.B. durch 
Aminosaureanfugung, -austausch, -modifizierung, -insertion oder 
-deletion, abgeleitet sein. In einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ist die Aminosauresequenz des Eff ektorproteins oder -poly- 
peptids abgeleitet von der Aminosauresequenz des CDC25-Proteins 
aus Saccharomyces cerevisiae, eines SOS-Proteins aus einem 
Saugetier oder eines aus einem beliebigen Organismus 
abgeleiteten SOS-ahnlichen Proteins. 

Dariiber hinaus umfafit die Erfindung DNA-Molekule, die neue 
Fusionsproteine, die ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind, 
kodieren, sowie Vektoren, insbesondere Plasmide, Cosmide, Vi- 

en- oder Phagengenome, die mindestens eines dieser DNA- 
Molekule umfassen. Besondere erf indungsgemafte Vektoren sind zur 
Transformation oder Transfektion von Wirtszellen oder zur Ex- 
pression mindestens eines erf indungsgema/5en Fusionsproteins ge- 
eignet. Zu dem let ztgenannten Zweck steht ein erf indungsgemafies 
DNA-Molekul in dem Vektor unter Kontrolle eines in einer Wirts- 
zelle funktionsfahigen Promoters, der die Expression ermoglicht 
und steuert. 

Die Herstellung der erf indungsgemafien Fusionsproteine, DNA- 
Molekule und Vektoren kann nach im Stand der Technik bekannten 
Protokollen erfolgen (siehe z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., 
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Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning. A Laboratory Handbook 
Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). Auch wenn die Fusionsproteine grund- 
satzlich vollsynthetisch aus einzelnen Aminosaure-Derivaten 
hergestellt werden konnen, wozu im Stand der Technik diverse 
Verfahren zur Verfugung stehen, werden sie ablicherweise uber 
die Expression der ent sprechenden Gene in Zellen produziert. 
Dabei kann das Gen far das Fusionsprotein extrachromosomal oder 
in das Genom der Wirtszelle integriert vorliegen. Die Klonie- 
rung der Gene fur die Fusionsproteine ausgehend von bekannten 
Genabschnitten, die Proteinabschnitte mit den erf orderlichen 
oder im Falle des Ligandenbindungs- oder Rezeptorabschnitts 
auch vorerst nur vermuteten Funktionen kodieren, gehort ebenso 
zu den Standardfahigkeiten eines Fachmanns, wie die Konstruk- 
tion von Vektoren, wie Transkriptions- oder Transf ektionsvekto- 
ren oder auch Expressionsvektoren, in denen das Gen in funkti- 
onaler Verknupfung mit einem in der Produktionszelle wirksamen 
Promoter vorliegt, die Transformation oder Transfektion von 
Wirtszellen wie auch die Ziichtung der transf ormierten bzw. 
transf izierten Wirtszellen zur Produktion des Proteins. Die 
Isolierung und Reinigung der erf indungsgemaBen Fusionsproteine 
kann durch Einsatz her kommlicher Verfahren, wie Fallung, 
Einsatz diverser Chromatographieverf ahren, wie Gelf iltration, 
Affinitatschromatographie u.s.w. erfolgen. Insbesondere erlaubt 
die Affinitatschromatographie beispielsweise bei Verwendung von 
an die Matrix gebundenen spezifischen Antikorpern, die gegen 
eine Determinante eines bezuglich der Wirtszelle heterologen 
Abschnitts des Fusionsproteins gerichtet sind, eine selektive 
Bindung nur des Fusionsproteins. Alternativ kann das Fusions- 
protein beispielsweise auch als Vorlauf erprotein exprimiert 
werden, das eine zusatzliche Domane mit einer spezifischen 
Bindungseigenschaft an eine bestimmte Af f initatssaule aufweist. 
Nach Bindung und darauf f olgender Elution von der Affinitats- 
saule kann die zusatzliche Domane dann selektiv von dem nun 
bereits im wesentlichen rein vorliegenden Vorlauf erprotein 
unter Erzeugung des erf indungsgemafien Fusionsprotein abgespal- 
ten werden. Sofern die zusatzliche Domane die Eignung des 
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Fusionsproteins fur die erf indungsgemafien Assays nicht 
beeinflufit, besteht jedoch alternativ auch die Moglichkeit, auf 
den Abspaltungsschritt zu verzichten. Ein Beispiel fur eine 
derartige Domane besteht aus mehreren, z.B. 10, zusatzlich N- 
terminal angefiagten Hist idinresten ( "His-tag" ) , die spezifisch 
an eine Metall-Chelat-Af f initat schromatographiesaule binden. 
Bezuglich aller genannten Techniken und den dafur erforder- 
lichen Reagenzien, einschlieftlich Vektormolekulen, kann auf 
Standardliteratur (z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in Molecular Biology 
(1991)) und eine unubersehbare Vielzahl von Einzelprotokollen 
verwiesen werden . 

Ein weiterer zentraler Gegenstand der Erfindung sind neben 
den vorstehend erlauterten Zellen auch Zellen, die eines oder 
mehrere der erf indungsgemafien Fusionsproteine enthalten. Im Rah- 
men dieser Erfindung konnen dabei einzelne, mehrere oder auch 
alle Domanen des Fusionsproteins und/oder gegebenenf alls auch 
Teile eines oder mehrerer Abschnitte oder Domanen bezuglich der 
Wirts- oder Ausgangszelle heterolog sein. 

Zur Herstellung der erf indungsgemaften Zellen kann beispiels- 
weise eine Transformation oder Transfektion von Ausgangszellen 
mit einem Expressionsvektor , der ein Gen fur das erf indungsgema- 
fte Fusionsprotein unter Kontrolle eines in der Ausgangszelle 
f unktionsfahigen Promotors enthalt, erfolgen. Als Ausgangszellen 
kommen prokaryot ische wie eukaryotische Zellen in Frage . Bei- 
spiele fur Ausgangszellen sind u.a. Bakterienzellen, wie solche 
der Gattung Escherichia oder Bacillus, beispielsweise bestimmte 
Stamme von Escherichia coli oder Bacillus subtilis, Hef ezellen, 
wie bestimmte Stamme von Saccharomyces cerevisiae, Insektenzel- 
len, tierische Zellen, wie COS-7, Vero, CHO-Zellen, Mause- 
Myelomzellen, humane FL-Zellen u.s.w. 

Die Zellen konnen auch in Form von zellwandlosen "ghost"- 
Formen der Hefen, die im vorliegenden Kontext von dem Begriff 
"Zellen" ebenfalls umfaiit werden, bereitgestellt werden. 

Ein wesentliches Merkmal der erf indungsgemafien Zellen be- 
steht darin, daB bei fehlender Bindung von Ligand an den Ligan- 
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denbindungsabschnitt des zellularen Membranrezeptors das Effek- 
torprotein oder -polypeptid nicht in der Lage ist, die Aktivie- 
rung des speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in den 

Zellen zu bewirken. 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm dieser Erfindung ist 
die erfindungsgemaAe Zelle dadurch gekennzeichnet , dafl in Abwe- 
senheit von Fusionsprotein zumindest unter bestinunten Bedingun- 
gen ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in der Zelle nicht ak- 
tiviert werden kann, und insbesondere der Signalweg, zu dessen 
Aktivierung das Ef f ektorprotein oder -polypeptid in der Lage 
ist. So sind im Stand der Technik Zellen bekannt, bei denen ein 
bestimmter ras-Signaltransduktionsweg temperaturabhangig aktiv 
bzw. inaktiv ist. Derartige Zellen konnen als Ausgangszellen fur 
eine Expression des erf indungsgemaften Fusionsproteins eingesetzt 
werden . 

Die zumindest unter bestimmten Bedingungen vorliegende Inak- 
tivierung eines ras-Signaltransduktionswegs resultiert aus einem 
zumindest unter den bestimmten Bedingungen nicht f unkt ionsf ahi- 
gen Ras-Protein und/oder Guaninnukleotid-Austauschf aktor . Die 
Inaktivierung kann auf Genmutation oder vollstandiger oder teil- 
weiser Gendeletion beruhen. Beispielsweise kann ein zelleigenes 
Ras-Protein inaktiviert werden, wenn dessen Membranlokalisie- 
rungssignal, in der Regel ein Farnesylierungssignal, deletiert 
wird. Gleiche Wirkung hatte eine Mutation in diesem Membranloka- 
isierungssignal, welche bewirkt, dali keine Bindung des Ras- 
roteins an zellulare Membranen mehr erfolgen kann. Ein Beispiel 
fur eine Zelle mit einem temperaturabhangig defekten Guaninnu- 
kleotid-Austauschf aktor ist der Saccharomyces cerevisiae- 
Hefestamm cdc25-2 (Broder et al . , 1998). Bei diesem Stamm ist 
der Guaninnukleotid-Austauschfaktor bei einer restriktiven Tem- 
peratur von 33 bis 37°C, typischerweise 36°C, nicht mehr aktiv, 
jedoch bei einer Temperatur von beispielsweise 25°C voll funkti- 
onsfahig. Da der Guaninnukleotid-Austauschf aktor in diesem He- 
festamm mit einem Ras-Protein zusammenwirkt , das einen auf den 
Zellzyklus einwirkenden und daher fur das Zellwachstum essenzi- 
ellen ras-Signal-transdukt ionsweg steuert, ist bei einer re- 
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striktiven Temperatur keine Vermehrung der Zellen des Hefestamms 
mehr f estzustellen. 

Beruht die Inakt ivierung oder Inaktivierbarkeit des zellei- 
genen ras-Signaltransduktionswegs auf einem Defekt oder Fehlen 
eines Guaninnukleot id-Austauschf aktors, so kann in dem bevorzug- 
ten Falle, wo das Ef f ektorprotein oder -polypeptid eben diesen 
ras-Signaltransduktionsweg aktivieren kann, dieses Effektorpro- 
tein oder -poylpeptid die Aktivitat eines f unktionellen Guanin- 
nukleotid-Austauschfaktors oder eines aktiven, insbesondere kon- 
stitutiv aktiven Ras-Proteins aufweisen, welcher bzw. welches 
den inaktiven ras-Signaltransduktionsweg aktivieren kann. Wird 
ein Effektorprotein oder -polypeptid mit einer Aktivitat eines 
nicht konstitutiv aktiven Ras-Proteins eingesetzt, so wird es 
sinnvollerweise die folgenden Eigenschaf ten aufweisen: 

es benotigt eine Aktivierung durch einen andersartigen Gua- 
ninnukleotid-Austauschfaktor, der mit dem zelleigenen Ras- 
Protein des inaktiven ras-Signaltransduktionsweg nicht funktio- 
nal wechselwirken kann. Gegebenenf alls kann dieser spezifisch 
geeignete Guaninnukleotid-Austauschf aktor als heterologer Faktor 
in der erf indungsgemafien Zelle oder Assay-Zelle koexprimiert 
werden . 

1st die Inaktivierung oder Inaktivierbarkeit des zelleigenen 
ras-Signalwegs auf einen Defekt oder ein Fehlen eines zelleige- 
nen Ras-Proteins zuruckzuf uhren, so wird in dem bevorzugten Fal- 
le, wo das Effektorprotein oder -polypeptid eben diesen ras- 

ignalweg aktivieren kann, dieses die Aktivitat eines aktiven, 
insbesondere konstitutiv aktiven Ras-Proteins aufweisen. Weist 
das Effektorprotein oder -polypeptid die Aktivitat eines nicht- 
konstitutiv aktiven Ras-Proteins auf, so erfolgt deren Aktivie- 
rung bevorzugt durch einen zelleigenen Guaninnukleotid- 
Austauschf aktor, kann jedoch alternativ hierzu auch einen in der 
Zelle kozuexprimierenden heterologen Guaninnukleotid-Austausch- 
faktor benotigen. 

Die fur die Herstellung der erf indungsgema/le Zellen erfor- 
derlichen molekularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vek- 
torkonstruktion, Transformation oder Transf ekt ion, Selektionie- 
rung transf ormierter bzw. transf izierter Zellen und Zuchtung der 


- 30 - 

transf ormierten bzw. transf izierten Zellen u.s.w., sind dem 
Fachmann wohlbekannt und es existieren viele allgemeine Proto- 
kolle dafur, die gegebenenf alls allenfalls geringfiigig angepalit 
werden mussen, siehe z.B. Sambrook, J., Fritsch, E. F. , Maniatis, 
T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in Molecular Biology (1991) 
sowie zahlreiche Protokolle, die speziell fur einen bestimmten 
Zelltyp erstellt wurden. Die Expression von beispielsweise he- 
terologen Proteinen und Fusionsproteinen kann dabei ausgehend 
von einem innerhalb eines Plasmides enthaltenen, extrachromoso- 
rnal vorliegenden Gen wie auch ausgehend von einem in das Genom 
der Ausgangszelle integrierten Gen erfolgen. Fur die Erzeugung 
von Zellen, bei denen ein best immter ras-Signaltransduktionsweg 
auf Ebene des Ras-Proteins und/oder eines Guaninnukleotid- 
Austauschf aktors inaktiviert ist, und insbesondere zur gezielten 
Geninaktivierung, welche auch in anderem Zusammenhang bei be- 
stimmten Assay-Konstellationen erforderlich werden kann, stehen 
dem Fachmann diverse Techniken, beispielsweise durch 
"antisense"-Strategien, oder zur gezielten Einfuhrung von Muta- 
tionen oder Deletionen in die jeweiligen Gene bzw. zugehorigen 
Genomabschnitte zur Verfugung. Insbesondere gibt es diverse be- 
kannte Moglichkeiten zur Herstellung von Zellmutanten, in denen 
die Transkription der Gene z.B. fur das Ras-Protein oder einen 
Guaninnukleotid-Austauschf aktor gezielt unter bestimmten Bedin- 
gungen, z.B. temperaturabhangig, inaktiviert werden kann. Hierzu 
enthalten diese Zellen diese Gene insbesondere in VerknQpfung 

it Promotoren, die unter bestimmten Bedingungen, wie ab einer 
bestimmten Temperatur, inaktiv werden. 

In einer besonderen Ausf uhrungsf orm der Erfindung sind die 
erf indungsgemaften Zellen und Assayzellen auf einem festen Trager 
aufgebracht. Als geeignete Tragersubstanzen sind im Stand der 
Technik insbesondere Polysaccharide, z.B. Agarose, spezielle 
Kunststoffe, wie Polyacrylamide, Polystyrol, Polyvinylalkohol, 
Silikone, oder auch bestimmte Glasqualitaten bekannt. Der Trager 
kann hier in Form diskreter Teilchen, z.B. Kugelchen, oder als 
im wesentlichen plat tenf ormiges Substrat, z.B. in Form einer Mi- 
krotiterplatte, vorliegen. Der Bedeckung des Tragers mit den 
Zellen kann vollstandig sein, wie dies in der Regel z.B. bei 


- 31 - 


Tragerkugelchen der Fall ist, oder auch nur auf Teilen oder Ab- 
schnitten desselben vorliegen, wie z.B. nur in den Vertiefungen 
einer Mikrotiterplatte . In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
sind die erf indungsgemafien Zellen auf sogenannten Biochips immo- 
bilisiert (Wolf et al. 1997 und 1998). Auf festen Trager und 
insbesondere Biochips immobilisiert , werden die Zellen in dieser 
Form vor allem in High-Throughput-Verf ahren zum Nachweisen und 
Messen von Membranrezeptor-Liganden-Interaktionen eingesetzt. 
Methoden zur Immobilisierung der Zellen auf diesen Tragern sind 
dem Fachmann bekannt. In Abhangigkeit von dem gewahlten Trager- 
typ ist es moglich, daft die Zellen ohne weitere MaBnahmen an den 
Trager binden. In diesem Falle wird die feste Tragerphase mit 
einer im wesentlichen homogenen Population von Zellen inkubiert, 
wobei diese sich in der Folge an die feste Phase anheften. Al- 
ternativ kann die Immobilisierung beispielsweise auch mittels 
chemischer Reagenzien, wie Glutaraldehyd, Formalin u.s.w., er- 
folgen. Derartige Mafinahmen sind dem Fachmann bekannt. 


Die erf indungsgemaften Zellen und Fusionsproteine sind die 
Grundlage einer Reihe von in vi vo-Assayverf ahren, die ebenfalls 
Gegenstand dieser Erfindung sind. 

Die im folgenden naher erlauterten Assayverf ahren konnen u.a. 
dazu genutzt werden, 

1. die Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur einen Rezeptor 
zu bestimmen, und in diesem Falle insbesondere Massenscreens 
mit Ligandenderivaten durchzuf iihren, urn zu testen, welche 
Derivate in der Lage sind, an den wildtypischen Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Rezeptors zu binden, 

2 . die Anwesenheit eines bestimmten Liganden in einer Probe zu * 
detektieren, 

3. die Konzentration eines solchen Liganden in einer Probe zu 
bestimmen, 

4. nachzuweisen, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bin- 
dungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines Re- 
zeptors gegenuber einem Liganden zu verandern, also als Ago- 
nist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, und in diesem 
Falle insbesondere Massenscreens zum Auffinden solcher Ago- 
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nisten- oder Antagonistenverbindungen auszufuhren; und 
5. die Ligandenbindungsf unktion eines Polypeptids oder Pro- 
teins, bei denen eine solche Funktion vermutet wird, fur Li- 
ganden bestimmter Rezeptoren nachzuweisen; bei den Polypep- 
tiden oder Proteinen kann es sich insbesondere um durch Mu- 
tation von naturlichen Rezeptoren abgeleitete neuartige Li- 
gandenbindungsabschnitte von Rezeptoren handeln, deren Li- 
gandenbindungsf unktion noch bestatigt werden muli; in diesem 
Zusammenhang konnen insbesondere Massenscreens mit derarti- 
gen neuartigen, mutierten Ligandenbindungsabschnitten, die 
beispielsweise in Form einer Rezeptormutantenbibliothek, die 
insbesondere Rezeptormutanten mit zuf allsbedingt lokalisier- 
ten Mutationen im Ligandenbindungsabschnitt enthalt, durch- 
gefuhrt werden, um neue kunstliche, funktionelle Ligan- 
den-Rezeptor-Partner zu finden. 

Ein erster Assay dient der Bestimmung der Eignung einer 
Testsubstanz als Ligand fur einen Rezeptor- oder, synonym, Li- 
gandenbindungsabschnitt eines Rezeptors und umfalit die folgenden 
Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit erf indungsgemalJen Zel- 
len unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors 
ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht akti- 
viert werden kann, wobei der in den Zellen enthaltene Membranre- 
zeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das 

Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage 
ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivie- 
ren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

Ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
wegs zeigt dabei die Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an den 
Ligandenbindungsabschnitt an . 

Ein weiterer in vivo-Assay ermoglicht den Nachweis der Anwe- 
senheit eines Liganden fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines 
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Rezeptors in einer Probe, die diesen moglicherweise enthalt, und 
ist durch die folgenden Schritte gekennzeichnet : 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit erf indungsgemafien Zellen un- 
ter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in der Zelle nicht aktiviert 
werden kann, wobei der in den Zellen enthaltene Membranrezeptor 
den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effek- 
torprotein oder -polypeptide dessen Bindung an eine Mernbrankom- 
ponente von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungs- 
abschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, 
den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

Analog zu dem erstgenannten Assay zeigt ein Nachweis der Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs die Anwesenheit 
eines Liganden fur den Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors 
in der Probe an. 

Als bevorzugte Ras- oder Ras-ahnliche Signalwege, im Folgen- 
den alternativ auch nur als Ras-Signalwege bezeichnet, werden in 
diesem Zusammenhang, wie erlautert, Signalwege angesehen, die 
auf den Zellzyklus einwirken und deren Aktivierung fur die Zell- 
vermehrung essenziell ist. Alternative und ebenso bevorzugte 
ras-Signalwege dienen der Aktivierung von Transkriptionsf aktoren 
fur Gene, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell sein mus- 
sen . 

I Der Nachweis der Ras-Signalwegsakt ivierung erfolgt bei den 
erf indungsgemafien Assays somit bevorzugt indirekt, d.h. uber 
phanotypische Anderungen, hier insbesondere Zellvermehrung oder 
Gen- bzw. Reportergenaktivitat , in den Zellen. 

Werden dementsprechend fur die Assays Zellen eingesetzt, bei 
denen der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche ein Signalweg ist, der 
auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zell- 
vermehrung essenziell ist, umfassen die vorstehend erlauterten 
Schritte (b) , zu untersuchen, ob die Zellen unter den genannten 
Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei ein Nachweis der Ver- 
mehrungsfahigkeit der Zellen die Bindungsf ahigkeit der Testsub- 
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stanz an bzw. die Anwesenheit eines Liganden fur den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors in der Probe anzeigt. 

Setzt man fur die Assays alternativ Zellen ein, bei denen 
der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg ist, 
der auf die Aktivitat eines Transkriptionsf aktors fur ein Gen, 
das fur die Zellvermehrung nicht notwendigerweise essenziell 
ist, einwirkt, so kann bei gleichzeitigem Vorliegen eines Kon- 
strukts, umfassend eine Bindungsstelle fur den Transkriptions- 
faktor, einen damit zusammenwir kenden Minimalpromotor und ein 
unter Kontrolle des Minimalpromotors stehendes Gen fur ein Re- 
porterprotein, der Nachweis einer Expression des Reportergens 
durch Detektion des Transkriptions- oder Translationsprodukts 
von diesem fur die Feststeilung der Aktivierung des ras- 
Signaltransduktionswegs und damit einer erfolgten Ligandenbin- 
dung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors her- 
angezogen werden. Denn nur bei Aktivierung des ras-Signaltrans- 
duktionsweges kann es zu einer Aktivierung des genannten Tran- 
skriptionsf aktors kommen, welcher in der Folge uber die Bindung 
an seine Bindungsstelle den Minimalpromotor aktivieren kann und 
damit die Expression des Reportergens ermoglicht. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm handelt es sich bei dem 
Reportergen bzw. -protein um ein bezuglich der Assayzelle he- 
terologes Gen bzw. Protein, dessen Anwesenheit spezifisch nur 
dann nachgewiesen werden kann, wenn die Expression des syntheti- 
schen Promotor-Reportergen-Konstrukts aufgrund der Aktivierung 

es spezifischen ras-Signalweges und der infolge auftretenden 
Aktivierung des spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt. Er- 
folgt der Nachweis nicht als direkter Nachweis des Transkripti- 
ons- oder Translationsprodukts mittels dafiir spezifischer Nu- 
kleinsauresonden oder Antikorper, sondern z.B. uber die enzyma- 
tische Aktivitat des Translationsprodukts, muii bei einer Verwen- 
dung von Enzyme kodierenden Genen vorab sichergestellt werden, 
daft die verwendete Assayzelle vor der Transformation oder Trans- 
fektion mit dem synthetischen Promotor-Reportergen-Konstrukt ei- 
ne enzymatische Aktivitat, wie. sie das bei Ligandenbindung ex- 
primierte heterologe Enzym ausubt, nicht enthalt. Entsprechendes 
gilt fur die anderen Reporterproteintypen . 


Alternativ kann als Reportergen auch ein bezuglich der As- 
sayzelle homologes Gen eingesetzt werden. Eine Reportergenex- 
pression infolge der Aktivierung eines Transkriptionsf aktors, 
die nur aufgrund der im Assay nachzuweisenden Aktivierung eines 
Ras- Oder Ras-ahnlichen Signalweges in den Zellen erfolgt, wird 
in diesem Falle zu einer Erhohung der in den Zellen vorliegenden 
Mengen an Transkriptionsprodukt des Reportergens und gegebenen- 
falls auch einer erh6hten Menge an Translationsprodukt des Re- 
portergens fiihren, welche anhand von Vergleichsversuchen ohne 
Einsatz von Ligand, z.B. raittels Northern-Blotting oder Western- 
Blotting, ermittelt werden konnen. 

Bei Wahl dieser beiden let ztgenannten Alternativen ist die 
Kenntnis des jeweiligen durch den gewahlten ras-Signaltransduk- 
tionsweg aktivierten Transkriptionsf aktors sowie des mit diesem 
Transkriptionsf a kt or zusammenwirkenden Promotorabschnitts bzw. 
von dessen Sequenz erf orderlich . Um diese Assayvariante zu er- 
moglichen, wird die Assayzelle mit einem Konstrukt, umfassend 
den Promotor in funktionaler Verknupfung mit dem Reportergen, 
transf ormiert bzw. transf iziert , was gegebenenf alls im Wege der 
Cotransf ormation oder Cotransf ektion zusammen mit einem oder 
mehreren Konstrukt (en) , die Gene fiir weitere Komponenten des As- 
saysystems, z.B. den Membranrezeptor, enthalten, erfolgen kann. 

Gegenwartig sind bereits eine Reihe von ras-Signaltrans- 
duktionswegen z.B. in unterschiedlichen eukaryotischen Organis- 
en vollstandig auch bezuglich der dadurch aktivierten Tran- 
kriptionsf aktoren und den damit zusammenwirkenden Promotorbe- 
reichen erforscht, Somit steht dem Fachmann fur eine diesbezug- 
liche Auswahl eine Reihe von Moglichkeiten zur Verfugung. 

Die fur die Herstellung von Transformations- oder Expressi- 
onsvektoren, die das Reportergen in funktionaler Verknupfung mit 
einem geeigneten spezifischen Promotor enthalten, sowie die 
Transformation oder Transfektion von Zellen erf orderlichen mole- 
kularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vektorkonstruktion 
u.s.w., sind dem Fachmann wohlbekannt und es existieren zahlrei- 
che allgemeine Protokolle dafiir, die gegebenenf alls allenfalls 
einer geringf ugigen Anpassung bedurfen (siehe z.B. Sambrook f J., 
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Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). 

Als hier einsetzbare Reportergene sind dem Fachmann zahlrei- 
che Gene bekannt, die Proteine kodieren, die einem einfachen und 
schnellen Nachweis zuganglich sind. Beispiele hierfiir sind Gene, 
die enzymatisch aktive Proteine, z.B. p-Galactosidase, fluores- 
zierende Proteine, z.B. GFP ("green fluorescence protein") oder 
chemolumineszierende Proteine kodieren. Eine weitere Moglichkeit 
besteht in Genen, die Proteine kodieren, die mittels spezifi- 
scher Antikorper nachgewiesen werden konnen. Hierbei tragt dann 
der Antikorper eine nachweisbare Markierung oder kann seiner- 
seits durch einen sekundaren, markierten Antikorper nachgewiesen 
werden. Derartige Moglichkeiten sind im Stand der Technik wohl- 
ekannt. Wie bereits vorstehend erlautert, ist neben dem Erfor- 
dernis der Nachweisbarkeit allein essenziell, dafi das in der 
Zelle nachzuweisende Ereignis, z.B. enzymatische Aktivitat, An- 
tikorperbindung, Fluoreszenz, Chemolumineszenz, in Abwesenheit 
des Konstrukts mit dem Gen fur das Reporterprotein nicht nach- 
weisbar ist. 

Alternativ kann die Transkript ion des Reportergens anhand 
der gebildeten mRNA mittels dafur spezifischer Sonden durch 
Northern-Blotting nachgewiesen werden. 

Ein weiterer in vivo-Assay erlaubt die quantitative Bestim- 
mung der Konzentration eines Liganden fur einen Ligandenbin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors in einer Probe, die diesen ent- 
halt, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 
(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit erf indungsge- 
mafien Zellen unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Mem- 
branrezeptors ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in der Zelle 
nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den ge- 
nannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg 
zu aktivieren, 


(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafles der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges auf direktem Oder indirektem 
Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten Aktivierungsausmafies mit entsprechen- 
den Werten, die fur bekannte Standardkonzentrat ionen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 

Verwendet man fur den quantitativen Nachweis des Schrittes 
(b) Zellen, bei denen der zumindest unter bestimmten Bedingungen 
inaktive ras-Signaltransduktionsweg ein Signalweg ist, der auf 
den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellver- 
mehrung essenziell ist, erfolgt dieser auf einfache Weise, indem 
die Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt oder 
ie Vermehrungsrate der Zellen unter den genannten Bedingungen 
bestimmt wird. Die erhaltenen Daten werden dann mit anhand von 
Standardpraparationen bekannter Konzentration erhaltenen Daten 
verglichen und die Konzentration der Probe rechnerisch ermit- 
telt. 

Alternativ kann auch hier der quantitative Nachweis des Aus- 
mafles der ras-Signalwegsaktivierung anhand des Ausmaftes der Ex- 
pression eines bevorzugt zu der Zelle heterologen Reportergens 
in der Zelle erfolgen. Wie vorstehend erlautert, kann dessen Ex- 
pression nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
ein Ras-Protein anschlieftenden Signalwegs bewirkten Aktivierung 
ines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgen. Bevorzugt er- 
olgt der Assay bei dieser Nachweisvariante unter Bedingungen, 
die eine Zellvermehrung ausschlieften, beispielsweise durch Ver- 
wendung der cdc25-2-Hef emutante bei restriktiven Temperaturen, 
so daft _die transkribierte Menge an Transkriptionsprodukt des Re- 
portergens oder die exprimierte Menge an Reporterprotein zu ei- 
nem bestimmten Zeitpunkt oder alternativ die Expressionsrate 
dieses Reportergens bzw. -proteins bei im wesentlichen gleich- 
bleibender Zellzahl bestimmt werden kann. Jedoch kann die quan- 
titative Bestimmung auch unter Prolif erat ionsbedingungen erfol- 
gen, wenn gleichzeitig fortlaufend oder in bestimmten Zeitab- 
standen die Zellzahl bestimmt wird und die ermittelten Werte fur 


- 38 - 


M 


die Reportergenexpression in Werte pro Einheitswert der Zellzahl 
umgerechnet werden . 

Alternativ kann auch hier ein quant itativer Nachweis uber 
die Expression eines zu der Wirtszelle homologen Reportergens 
erfolgen, wobei hier die jeweils beobachtbare Zunahme der Ex- 
pression des Reportergens gegenuber dem in Zellen ohne Aktivie- 
rung des ras-Signalwegs vorliegenden Expressionsniveau fur die 
Ermittlung des Ergebnisses oder Werts aus jedem Einzeltest, der 
dann zur Ermittlung des Gesamtergebnisses, der Ligandenkonzen- 
tration, mit den Werten der ubrigen Tests verglichen wird, her- 
angezogen wird. 

Ein weiterer alternativer in vivo-Assay ermoglicht den Nach- 
weis, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bindungsaktivitat 
ines Ligandenbindungsabschnitts eines Rezeptors gegenuber einem 
Liganden zu verandern, also als Agonist, Antagonist oder Inhibi- 
tor zu wirken. Dieser Assay ist durch die folgenden Schritte ge- 
kennzeichnet : 

(a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit erfindungsgemaJlen Zellen unter Bedingungen, bei denen bei 
Fehlen des Membranrezeptors ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signal- 
weg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei der Mem- 
branrezeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und 
das Effektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine 
Membrankomponente von der Bindung eines Liganden an den Ligan- 
k enbindungsabschnitt des Membranrezeptors definiert, abhangig 

st, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmaft eine 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) 
mit einem Untersuchungsergebnis, das bei Ausfuhren des Assay in 
Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

Dabei zeigt eine verstarkte Aktivierung des Ras-oder Ras- 
ahnlichen Signaltransduktionsweges in Anwesenheit der Verbindung 
eine Agonistenf unkt ion dieser Verbindung, eine verringerte oder 
gegebenenfalls auch vollstandig fehlende Aktivierung dagegen ei- 
ne Antagonisten- oder Inhibitorf unktion der Verbindung an. 
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Schritt (a) kann dabei umfassen, die Verbindung vor dem Li- 
ganden den Zellen zuzusetzen, wobei gegebenenf alls eine Vorinku- 
bation der Verbindung mit den Zellen vorgenommen werden kann, 
die Verbindung separat, aber gleichzeitig mit dem Liganden den 
Assayzellen zuzusetzen oder die Verbindung vorab mit dem Ligan- 
den zu mischen und gegebenenf alls eine Vorinkubation der beiden 
Verbindungen durchzuf uhren und erst dann die Mischung den Assay- 
zellen zuzusetzen. 

Handelt es sich bei der Verbindung urn ein Peptid, Polypeptid 
oder Protein, so kann die Verbindung auch durch Expression eines 
dafur kodierenden Gens innerhalb der Zelle selbst hergestellt 
werden. Zu diesem Zweck konnen die Zellen mit einem Expressions- 
vektor, der ein solches Gen enthalt, transf ormiert oder transfi- 

iert werden. Die hierfiir erf orderlichen Mittel und Methoden 
sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Wird die auf ihre Agonisten- oder Antagonistenwirkung zu te- 
stende Verbindung in der Assayzelle exprimiert, so erfolgt die 
Expression des dafur kodierenden Gens vorzugsweise unter Kon- 
trolle eines konstitutiv aktiven Promotors sowie unter Verwen- 
dung von Zellen, in denen der Ras- oder Ras-ahnliche Signal- 
transduktionsweg nur unter den speziellen Assaybedingungen inak- 
tiviert wird. Ein solches System ermoglicht es, auszuschlieften, 
da/5 allein die Expression der Verbindung in der Zelle Verande- 
rungen hervorruft, die das Ergebnis des Assay verfalschen k5nn- 
en. Fur diesen Ausschluft ist erforderlich, die Aktivitat des 
ter restriktiven Bedingungen inaktivierten zelleigenen ras- 
Signaltransduktionsweges unter nicht-restriktiven Bedingungen 
und in Abwesenheit von Ligand nachzuweisen . Wird unter nicht- 
restriktiven Bedingungen und in Abwesenheit von Ligand gearbei- 
tet, liegt der Membranrezeptor in einem inaktiven Zustand vor, 
so daft die nachweisbare Aktivierung des ras-Signaltransduktions- 
weges anzeigt, daft das Expressionsprodukt mit keiner Komponente 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionswegs, und insbe- 
sondere nicht mit dem dafur spezif ischen Ras-Protein oder Gua- 
ninnukleotid-Austauschfaktor, interf eriert . Auf diese Weise kann 
ausgeschlossen oder die Wahrscheinlichkeit minimiert werden, daft 
das Expressionsprodukt anstatt mit dem Ligandenbindungsabschnitt 
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des Me.branrezeptors mit den, Ef fektorprotein Oder einem fur die 
Bmdung de S Ef fetoproteins an die Membrankomponente erforder- 
lichen Adaptorprotein wechselwirkt, so daB deren Fahigkeit zur 
Aktivierung des Ras- Oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionsweges 

beseitigt wird. 

Ein entsprechender Test auf Aktivierung des jeweiligen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signaltransdukt ionswegs unter nicht- 
restriktiven Bedingungen, in Anwesenheit der Verbindung und in 
Abwesenheit von Ligand wird analog bei einer Verbindung, die den 
Assayzellen von auften zugesetzt wird, vorgenommen. 

Handelt es sich bei dem unter den Assaybedingungen inakti- 
vierbaren Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransdukt ionsweg um ei- 
nen, dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, 

o wird unter nicht-restriktiven Bedingungen einfach die normale 
Vermehrbarkeit der Zellen sichergestellt . Erfolgt der Nachweis 
unter Nutzung einer Reportergenaktivitat, so ist ein Nachweis 
dieser Reportergenaktivitat unter nicht-restriktiven Bedingungen 
erforderlich. 

Fur den Nachweis unter den restriktiven Bedingungen des As- 
say in Schritt (b) besteht ebenfalls beispielsweise die Moglich- 
keit, die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlieftenden 
Signalweges iiber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines 
zu den Zellen heterologen Reportergens, die nur aufgrund der in- 
folge der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlieftenden 
ignalweges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Tran- 
kriptionsfaktors erfolgt, nachzuweisen . Der bei Nachweis von 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgende 
Nachweis des AusmaJies dieser Aktivierung, kann eine quantitative 
Bestimmung umfassen, bei welcher die in den Zellen vorliegende 
Menge an Transkriptions- oder Translationsprodukt (Reporterpro- 
tein) des Reportergens zu einem bestimmten Zeitpunkt oder die 
Transkriptionsrate des Reportergens oder die Expressionsrate des 
Reporterproteins unter den genannten Bedingungen bestimmt wird. 

Alternativ kann auch nur eine Analyse von Aliquots, d.h. 
gleichen Volumina der bis auf den Zusatz der Verbindung iden- 
tisch erzeugten und behandelten Assaylosungen, bevorzugt unter 
Sicherstellen gleicher oder im wesentlichen gleicher Zellzahlen 


in diesen Aliquots, vorgenommen werden. In diesem Falle erfolgt 
keine absolute Quantif izierung des Expressionsniveaus des Repor- 
tergens, sondern es wird nur ein relativer Vergleich der Expres- 
sionsniveaus in beiden Assays ermoglicht. 

In dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, daft in 
Anwesenheit der Verbindung eine starkere Expression des Repor- 
tergens auftritt, ist eine Agonistenwirkung der Verbindung und 
in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, daft in An- 
wesenheit der Verbindung eine geringere Expression des Reporter- 
gens auftritt, eine Antagonistenwirkung der Verbindung anzuneh- 
men. Wie der vorstehend beschriebene quantitative Assay wird 
auch dieser Assay bevorzugt unter Bedingungen durchgefuhrt wird, 
bei denen keine Vermehrung der Zellen auftritt. 

Alternativ kann das fur den Nachweis eingesetzte Reportergen 
auch hier zu der Assayzelle homolog sein, wobei hier die jeweils 
beobachtbare Zunahme der Expression, d.h. Transkription und/oder 
Translation, des Reportergens gegeniiber dem in Zellen ohne Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs vorliegenden Ex- 
pressionsniveau fur die Ermittlung des Ergebnisses herangezogen 
wird. 

Werden fur den Assay Zellen eingesetzt, bei denen der inak- 
tive, sich an ein Ras-Protein anschlieftende Signalweg ein 
Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Akti- 
vierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, umfaftt Schritt 
b) , zu untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmaft die 
lien unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind. In 
dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, daft in Anwe- 
senheit der Verbindung eine starkere Zellvermehrung auftritt, 
ist auf. eine Agonistenwirkung der Verbindung uhd in dem Falle, 
wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, daft in Anwesenheit der 
Verbindung eine geringere Zellvermehrung auftritt, auf eine Ant- 
agonistenwirkung der Verbindung zu schlieften. 

Wie samtliche Assays im Rahmen dieser Erfindung eignet sich 
auch dieser Assay insbesondere fur ein Massenscreening, hier auf 
Agonisten- und Antagonistenverbindungen fur Rezeptoren. 

Alternativ kann der Assay auch als zusatzlicher Test zur Be- 
statigung der Ligandenbindungseigenschaf t eines neuen, insbeson- 
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dere synthetischen Ligandenbindungsabschnitts oder zur Bestati- 
gung der Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur den Liganden- 
bindungsabschnitt herangezogen werden. Liegt eine Ligandenbin- 
dungseigenschaft des Ligandenbindungsabschnitts vor bzw. besteht 
eine Eignung als Ligand fur den Ligandenbindungsabschnitt , so 
muftte bei Verwendung eines bekannten Agonisten fur den zum er- 
sten Nachweis der Ligandeneigenschaf t eingesetzten Liganden bzw. 
fur den Ligandenbindungsabschnitt eine verstarkte Aktivierung 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges beobachtet werden, und 
bei Verwendung eines bekannten Antagonisten fur den Liganden 
bzw. den Ligandenbindungsabschnitt im Gegenzug eine verringerte 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges. 

Ein weiterer alternativer in vivo-Assay ermoglicht den Nach- 
eis, ob ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine Ligandenbin- 
dungsfunktion eines Rezeptors vermutet wird, diese auch tatsach- 
lich aufweist. Dieser Assay umfaftt die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von erf indungsgemaften Zellen mit dem Ligan- 
den unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors 
ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht akti- 
viert werden kann, wobei der Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors das zu untersuchende Polypeptid oder Protein um- 
faftt oder daraus besteht und wobei das Ef f ektorprotein oder -po- 
lypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bin- 
dung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 

ranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- 
er Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

Ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weges zeigt an, daft der Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors und dementsprechend das zu untersuchende Polypeptid oder 
Protein eine Ligandenbindungsf unkt ion eines Rezeptors aufweist. 

Beispielsweise kann der in den Zellen enthaltene Membranre- 
zeptor einen Ligandenbindungsabschnitt umfassen, der einen von 
einem Ligandenbindungsabschnitt eines naturlich vorkommenden Re- 
zeptors durch Mutation abgeleiteten Ligandenbindungsabschnitt 
enthalt oder daraus besteht. 


Wie zuvor, kann die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Sxgnaltransduktionsweges bei Verwendung von Zellen, bei denen 
der zumindest unter bestimmten Bedingungen inaktive Ras- oder 
Ras-ahnliche Signaltransduktionsweg ein Signalweg ist, der auf 
den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung ftir die Zellver- 
mehrung essenziell ist, anhand einer gegebenenf alls erfolgenden 
Zellvermehrung nachgewiesen werden. 

Alternativ kann der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signaltransdukt ionsweges auch anhand der gegebe- 
nenfalls f eststellbaren Expression eines Reportergens in den 
Zellen erfolgen. Wie erlautert, erfolgt dessen Expression, wenn 
es sich um ein heterologes Reportergen handelt, nur aufgrund der 
infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges 

rfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf ak- 
tors. Im Falle eines homologen Reportergens wird auf den Nach- 
weis der Erhohung der Reportergenexpression, z.B. aufgrund hohe- 
rer Mengen an Transkriptions- oder Translationsprodukt , im Ver- 
gleich zu dem Expressionsniveau ohne Aktivierung des spezifi- 
schen Ras-Signaltransduktionswegs abgestellt. 
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Die Detektion von Rezeptor-Liganden-Interaktionen mittels 
der erfindungsgemalien Assayverf ahren, Zellen und Fusionsprotei- 
ne ist nicht auf eukaryotische Zellen als in vi vo-Testsystem 
beschrankt, sondern kann wahlweise auch in prokaryotischen Zel- 
en oder auch in zellwandlosen Hefen, sogenannten "ghost "- 
rmen von Hefen erfolgen. 

Je nach eingesetztem Membranrezeptor und insbesondere je 
nach dem durch den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors be- 
dingten Mechanismus, der schlieftlich zu einer Translocation des 
Effektorproteins oder -polypeptids an die Membran fiihrt, kann es 
bei einigen Ausf uhrungsf ormen der Erfindung, wie bereits weiter 
oben angesprochen, zusatzlich erforderlich werden, in der Assay- 
zelle weitere Vorausset zungen vorzusehen, die sicherstellen, dali 
das nachweisbare Translokationsereignis ausschliefilich bei Wech- 
selwirkung eines Liganden mit dem Ligandenbindungsabschnitt die- 
ses Membranrezeptors auftritt. Eine Assoziierung des Effektor- 
proteins oder -polypeptids mit membranstandigen Zellkomponenten, 
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die (in Abwesenheit des Membranrezeptors und der mit diesem bei 
der Signaltransduktion spezifisch und ausschliefllich zusammen- 
wirkenden Zellkomponenten) naturlicherweise in diesen Zellen 
vorkommen und zwar gleich welchen Aktivierungs- und Modifizie- 
rungszustandes, mufi ausgeschlossen sein. Dies setzt voraus, daft 
alle Komponenten, die an der Translokation des Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids an die Zellmembran direkt und indirekt betei- 
ligt sind, nur in Folge der Aktivierung des speziell zu testen- 
den Membranrezeptors aufgrund der Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt , und genauer nur in Folge der durch 
diese Aktivierung bedingten Strukturanderung des Mediatorab- • 
schnitts in die Lage versetzt werden konnen, die Bindung des Ef- 

^^^^ f ektorproteins oder -polypeptids an eine Komponente der Zellmem- 

^^Aran zu vermitteln oder zu bewirken. 
^^^^ Soil in einem Test ein in einer Zelle naturlicherweise vor- 
kommender Membranrezeptor getestet werden, muli sichergestellt 
werden, daft in der Zelle der Mediatorabschnitt dieses Membranre- 
zeptors nur in Zusammenhang mit diesem vorkommt und daft die da- 
mit zusammenwirkenden Adaptor- und Vermittlerproteine nur mit 
diesem Mediatorabschnitt oder nur aufgrund einer Aktivierung 
dieses Mediatorabschnitts in einer Weise interagieren konnen, 
dafi es schlieftlich zu einer Translokation des Eff ektorproteins 
oder -polypeptids an die Zellmembran kommt . 

Alternativ kann eine Zelle als Assayzelle ausgewahlt werden, 

A^^^n der alle diese Komponenten vor der Einschleusung der geneti- 
^^^Bchen Information fur den Membranrezeptor und die gegebenenf alls 
^^^oenotigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Ef f ektorproteine bzw. 
-polypeptide naturlicherweise nicht vorkommen, also zu dieser 
Ausgangszelle heterolog sind und auch keine zelleigenen Kompo- 
nenten gleicher Spezifitat und ggf. Aktivitat, die diese ersetz- 
ten konnten, vorliegen; bezliglich des Membranrezeptors kann dies 
auch nur fur den Mediatorabschnitt gelten. Oder es muli dafur 
Sorge getragen werden, daft eine Ausgangszelle, die diese Kompo- 
nenten, beziiglich des Membranrezeptors ggf. auch nur den spezi- 
ellen Mediatorabschnitt, in einem ursprunglichen Zustand einmal 
enthielt, diese Komponenten aufgrund von genetischer oder son- 
stiger Modif izierung vor der Einschleusung der genetischen In- 


formation fur den Membranrezeptor and die gegebenenf alls ben5- 
tigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Ef f ektorproteine bzw 
-polypeptide nicht mehr enthalt. Zusammenf assend erlautert, be- 
trifft dies zumindest die folgenden Komponenten: 
den Mediatorabschnitt, 

ggf . die damit zusammenwirkenden Adaptorproteine oder Adap 
torproteinabschnitte, sofern eine Bindung des Effektorpro- 
teins oder -polypeptids an diese oder uber diese erfolgt, 
sowie, 

z.B. im Falle der vorliegend erlauterten Alternative l)c), 
ggf. eine Vermittlerkomponente, welche mit dem Mediatorab- 
schnitt des Membranrezeptor raumlich nicht unmittelbar assc 
ziiert sein mufl, jedoch im Falle einer Ligandenbindung an 
den Ligandenbindungsabschnitt von diesem aktiviert oder mo- 
difiziert wird und auf grunddessen ein sekundares Ereignis a 
einer weiteren Komponente der Zellmembran vermittelt, infol 
gedessen sich das Ef f ektorprotein oder -polypeptid spezi- 
fisch an diese Komponente der Zellmembran, die mit dem Me- 
diatorabschnitt des Membranrezeptors nicht assoziiert ist, 
bindet; alternativ darf das genannte sekundare Ereignis in 
der Zelle nur bei Ligandenbindung des Ligandenbindungsab- 
schnitts des Membranrezeptors vermittelt werden. Es durfen 
im letzteren Falle in der Zelle also keine Wechselwirkungs- 
partner fur diese Vermittler vorliegen, die eine entspre- 
chende Aktivierungswirkung wie der Membranrezeptor auf den 
oder die Vermittler ausiiben konnen. 
Verwendet man folglich ein Zellsystem, in dem der zu testende 
Membranrezeptor naturlicherweise nicht vorkommt, kann es erfor- 
derlich werden, neben dem Membranrezeptor weitere Proteine in 
diesem Zellsystem zu exprimieren, und zwar gegebenenf alls insbe- 
sondere Adaptor- und/oder Vermittlerproteine oder -polypeptide. 

Bezuglich der Assaybedingungen sind keine bestimmten allge- 
meinen Vorgaben erforderlich. Im Falle eines Nachweises der ge- 
gebenenfalls erfolgenden Zellvermehrung ist jedoch darauf zu 
achten, daB das verwendete Medium eine solche grundsat zlich er- 
moglicht. Sofern in den Zellen Gene, wie erlautert, durch Wahl 
bestimmter Assaybedingungen inaktiviert werden konnen und im Zu- 
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ge des Assays auch inaktiviert warden sollen, sin d diese Bedin- 
gungen, wie z.B. eine bestinunte restriktive Assaytemperatur, bei 
cdc25-2-Zellen z.B. 33 - 37°C, wMhrend des Assay einzuhalten. 
Das gewahlte Reaktionsmedium sollte ferner nicht mit der Test- 
verbindung oder dem Liganden, die di esem zugesetzt warden, auf 
6ine We±Se "^hselwirken, daft der Assay beeintrachtigt wird. 

Ms Liganden k6nnen in samtlichen vorstehend erlauterten As- 
sayverfahren naturliche vorkommende Substanzen, wie Geruchsstof- 
fe, Geschmacksstoffe, Peptide, Peptidhormone und Proteine, ins- 
besondere Zytokine, Neurotransmitter, nicht-protein- oder -pep- 
tidartige Hormone, insbesondere Steroidhormone, Vitamine, z.B. 
Vitamin D, Thyroxin oder Retinsaure, wie auch in der Natur nicht 
vorkommende Substanzen, z.B. synthetische Derivate naturlicher 

iganden oder Toxine/Gif tstof f e, wie Dioxin, untersucht bzw. be- 
stimmt werden. 

In der Mehrzahl der Falle wird der Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors extrazellular lokalisiert sein. Bei Einsatz 
von Ligandenbindungsabschnitten insbesondere nuklearer Rezepto- 
ren besteht jedoch auch die Moglichkeit, daft diese intrazellular 
lokalisiert sind. Da die Liganden nuklearer Rezeptoren uberwie- 
gend kleine Molekule mit geringer relativer Molekulmasse und von 
uberwiegend hydrophober Natur darstellen, diffundieren diese oh- 
ne weitere Maftnahmen in die erf indungsgemaften Assayzellen, urn 
dort mit einem intrazellular und unmittelbar an der Zellmembran 
okalisierten Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors ei- 
e Bindung einzugehen. Sofern gewunscht und/oder erf orderlich, 
konnen die Zellen jedoch vor dem Assay in geeigneter Weise vor- 
behandelt werden, urn die auftere Zellmembran far den Durchtritt 
der Testverbindung oder des Liganden durchlassiger zu machen. 
Ein Beispiel hierfur ist die Herstellung von Zell-"ghosts" durch 
z.B. enzymatische Behandlung der Zellen. Derartige wie auch auf 
andere Weise hergestellte Zell-"ghosts" sowie Zellen mit zur Er- 
hohung der Permeabilitat anderweitig modif izierter Zellwand wer- 
den im vorliegenden Zusammenhang von dem Begriff "Zellen" mit 
umf aftt . 

Handelt es sich bei den zu testenden Liganden urn Peptide, 
Polypeptide oder Proteine, so konnen diese auch in der Assayzel- 
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le ausgehend von in die As«u7an n «• 

, . , Assayzelle emgeschleusten Nukleinsaure- 

diSSe k0diSren ' SXPrimiert — ' allerdings 
xn dxesem Falle nxcht konstitutiv, sondern unter Kontrolle eLes 

; dUZ16rbaren motors. Das Inkontaktbringen der Assayzelle m it 
dem Liganden erfolgt dementsprechend unter den Bedingungen, bei 
denen die Expression des zu testenden Liganden in der Zelle in- 
duzxert wird. Dem Fachmann sind zu diesem Zweck eine Vielzahl 
von induzierbaren Promotoren, die beispielsweise durch bestinunte 
Temperaturen oder chemische Verbindungen induzierbar sind, be- 
kannt. Bei Einsatz von Membranrezeptoren mit extrazellular loka- 
lxsxerter Ligandenbindungsdomane ist zusatzlich dafur Sorge zu 
tragen, dafi in der Assayzelle exprimierte Liganden auch aus den 
Assayzellen in den ExtrazellulSrraum sezerniert werden. Auch 
lerfiir sind dem Fachmann diverse Moglichkeiten bekannt. 

Der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Si- 
gnaltransduktionswegs erfolgt je nach Nachweisstrategie auf dem 
Fachmann gelaufige Weise. Befinden sich die Zellen wahrend des 
Assay immobilisiert an einem festen Trager, so kann es insbeson- 
dere bei Nachweis einer Reportergenakt ivitat oder eines Repor- 
terproteins erforderlich oder hilfreich. sein, die Zellen vor der 
Nachweisreaktion zu solubilisieren, d.h. sie von dem Trager ab- 
zulosen und ggf . auch auf zubrechen . Auch die hierfur erforderli- 
chen MaAnahmen und Reagenzien sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Die Erfindung stellt daruber hinaus Kits zur Verwendung in 
en erfindungsgemafien Assays bereit, welche es z.B. ermogli- 
chen, schnell und effizient zu bestimmen, ob ein spezifischer 
Ligand in der Lage ist, an einen bestimmten Rezeptor und genau- 
er an dessen Ligandenbindungsabschnitt zu binden. 

Ein erster Kit der Erfindung zur Verwendung in den As- 
sayverfahren zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz als 
Ligand fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors, zur 
Bestimmung der Anwesenheit eines Liganden fur einen Liganden- 
bindungsabschnitt eines Rezeptors in einer Probe, zur Konzen- 
trationsbestimmung eines solchen Liganden sowie zur Charakteri- 
sierung von Verbindungen als mogliche Agonisten oder Antagoni- 
sten beziiglich Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen umfaBt je- 


- 48 - 


weHs erfindungsgema/Je Zellen mit den vorstehend bei den As- 
sayverfahren im Einzelnen erlauterten Eigenschaf ten . So enthal- 
ten die Zellen des Kits beispielsweise bei einem vorgesehenen 
Nachweis einer Reportergenaktivitat zusatzlich ein Konstrukt 
mit einer Bindungsstelle fur den Transkriptionsf aktor , der spe- 
zxfisch durch den Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg, dessen Ak- 
t 1V1 erung mittels der Assays nachgewiesen werden soil, akti- 
viert wird, einem Minimalpromotor und dem Reportergen! Alterna- 
te kann der Kit wie auch alle folgenden einen Transf ormations- 
bzw. Transfektionsvektor, der das Konstrukt enthalt, umfassen. 
Auf diese Weise kann der Verwender des Kits bei Wahl dieses 
Nachweisweges die im Kit enthaltenen Assayzellen durch Trans- 
formation oder Transfektion mit diesem Konstrukt ausstatten. In 
^ iner weiteren Ausf uhrungsf orm dieses und aller folgenden Kits 
enthalt der separat im Kit bereitgestellte Transf ormations- 
bzw. Transfektionsvektor nur die Bindungsstelle fur den Tran- 
skriptionsf aktor und den damit funktional verknupften Minimal- 
promotor sowie eine geeignet vorgesehene Insertionsstelle fur 
die Insertion eines durch den Verwender frei wahlbaren Repor- 
tergens . 

Daruber hinaus kann dieser Kit wie auch alle folgenden un- 
ter anderem gegebenenf alls auch Assaypuffer, Reagenzien zur De- 
tektion der phanotypischen Aktivierung des Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signaltransduktionsweges in diesen Zellen und/oder 
ine Gebrauchsanweisung enthalten. 

Ein alternativer Kit fur die vorstehend genannten Assay- 
verfahren umfalit mindestens zwei der folgenden Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor , in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die einen Membranrezeptor, wie vorstehend 
definiert, kodiert, wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, 
dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung eines 
Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten Zellen zu akti- 


vieren; 
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(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, 
das im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, ge- 
gebenenfalls iiber weitere Proteine oder Polypeptide, binden 
kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

Ein weiterer alternativer Kit fur die vorstehend genannten 
^k^^^Assays ermoglicht bei bestimmter Auswahl der nachfolgend aufge- 
^^^^Bfuhrten Komponenten insbesondere die Herstellung der Assayzelle 
^^^rnit einem Membranrezeptor , der einen individuell gewunschte Li- 
gandenbindungsabschnitt enthalt* Der Kit umfaBt mindestens zwei 
der folgenden Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
faBt : 

einen DNA-Abschnitt, der ein Membranlokalisierungssignal ei- 
nes Membranrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem 
Membranrezeptor definiert, kodiert; 
^^^^^ einen DNA-Abschnitt, der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
^^■ranrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem Membranre- 
zeptor definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die einen Ligandenbindungsabschnitt 
eines Rezeptors kodiert, 

wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fur einen Membranrezeptor, wie vorstehend definiert, um- 
falit, wobei das Eff ektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung 
an eine Membrankomponente von der Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in 


der Lags ist, den inaktiven R as- Oder Ras-annlichen signalueg in 
den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(O einen Nukieinsaurevektor, in den eine DNA-sequenz e*pri m ier- 
bar eingefugt ist, die das Ef fetoprotein Oder -polypeptid, das 
i« Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, gegebenen- 
falls uber weltere Proteine Oder Polypeptide, binden kann, ko- 


diert ; 
(d 


s 


einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber 
welches das Ef f ektorprotein Oder -polypeptid bei Bindung eines 
Lxganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
an eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

Fur die beiden let ztgenanten Kits gilt, daft in einer spezi- 
ellen Ausf iihrungsf orm die Komponente (c) des Kits einen Nuklein- 
saurevektor umfalit, dessen DNA-Sequenz ein Eff ektorprotein oder 
-polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 
schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 
dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere 
Proteine oder Polypeptide, ermoglicht, kodiert. 

Aufierdem gilt auch fur die beiden let ztgenannten Assays, dali 
die in dem Kit enthaltenen Zellen bei einem vorgesehenen Nach- 
weis einer Reportergenaktivitat u.a. zusatzlich auch ein Kon- 
strukt, umfassend eine Bindungsstelle fur einen Transkript ions- 
^aktor, dessen Aktivierung infolge der Aktivierung des speziel- 
en Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, dessen Aktivierung durch 
den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, einen Minimalpromo- 
tor und das Reportergen, wie vorstehend erlautert, enthalten 
konnen, oder es kann alternativ getrennt von den Zellen ein 
Transformations- oder Transf ektionsvektor mit dem Transkripti- 

onsfaktorbindungsstelle-Minimalpromotor-Reportergen-Konstrukt 
oder mit einem andersartigen Konstrukt, umfassend die Transkrip- 
tionsfaktorbindungsstelle und den Minimalpromotor und daruber 
hinaus eine geeignet angeordneten Insert ionsstelle fur ein frei 
wahlbares Reportergen, vorgesehen werden. 
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Durch die Erfindung werden auch Kits f Ur die erf indungsge- 
mafien Assayverf ahren z U m Nachweis, ob ein Poiypeptid Oder Pro- 
tein e ln e Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors auf„e ist 

bereitgestellt . ' 

Ein hierfur geeigneter Kit umfaAt erf indungsgemafte Zellen 
wobei der darin enthaltene Membranrezeptor einen Ligandenbin- 
dungsabschnitt, umfassend ein oder bestehend aus einem Poiypep- 
tid Oder Protein, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines 
Rezeptors vermutet wird, umf aflt . 

Ein alternativer Assay umfafit mindestens zwei der folgenden 
Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden 


kann; 

einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die einen Membranrezeptor, wie vor- 
stehend definiert, kodiert, wobei der Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors ein Poiypeptid oder Protein, 
bei dem- eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors ver- 
mutet wird, umfafit oder daraus gebildet wird und das Effek- 
torprotein oder -poiypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung eines Liganden an den Ligan- 
denbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in 
der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weg in den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 
c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die das Ef f ektorprotein oder - 
poiypeptid, das im Falle einer Ligandenbindung an den Li- 
gandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Kbmpo- 
nente der Membran, gegebenenf alls uber weitere Proteine 
Oder Polypeptide, binden kann, kodiert; 
(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber 
welches das Eff ektorprotein oder -poiypeptid bei Bindung ei- 
nes Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors an eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 


n 


Exn alternativer Kit zur Verwendung in dem genannten Assay 
ermoglicht bei spezieller Auswahl der nachfolgend angegebenen 
Komponenten u.a. das gezielte Ausstatten einer Assayzelle mit 
exnem Membranrezeptor, der ein vom Verwender des Kits gewunsch- 
tes, auf seine Ligandenbindungsf unktion zu untersuchendes Poly- 
peptid oder Protein als Ligandenbindungsabschnitt umf aiJt . Ein 
solcher Kit umfaftt mindestens zwei der folgenden Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
fafit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei- 
nes Membranrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem 
embranrezeptor definiert, kodiert; 

einen DNA-Abschnitt, der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem Membranre- 
zeptor definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die ein Polypeptid oder Protein, 
bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors vermutet 
wird, kodiert, 

wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz far den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen far einen Membranrezeptor umfafit, wobei das Effektorpro- 
ein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
on der Bindung eines Liganden an den aus dem Polypeptid oder 
Protein, bei dem eine Ligandenbindungsf unktion eines Rezeptors 
vermutet wird, gebildeten Ligandenbindungsabschnitt des Membran- 
rezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten Zellen zu ak- 
tivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, gegebenen- 
falls uber weitere Proteine oder Polypeptide, binden kann, ko- 
diert; 


t 


(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber wel- 
ches das Effektorprotein oder -polypeptid bei Bindung eines Li- 
ganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an 
eine Komponente der Membran binden kann, kodiert. 

Auch fur die beiden letztgenanten Kits gilt, dafi in einer 
speziellen Ausf uhrungsf orm die Komponente (c) des Kits einen Nu- 
kleinsaurevektor umfafit, dessen DNA-Sequenz ein Effektorprotein 
oder -polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effek- 
torabschnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die 
Bindung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls uber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide, ermoglicht, kodiert. 

Bei einem vorgesehenen Nachweis einer Reportergenaktivitat 
nthalten in einer Ausf uhrungsf orm die Zellen in den vorstehend 
genannten Kits zusatzlich ein Konstrukt, umfassend eine Bin- 
dungsstelle fur einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung 
infolge einer Aktivierung des speziellen ras-Signalwegs, dessen 
Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, 
einen Minimalpromotor und das Reportergen, wie vorstehend erlau- 
tert, oder es kann alternativ getrennt von den Zellen ein Trans- 
formations- oder Transfektionsvektor mit dem Transkriptionsf ak- 
torbindungsstelle-Minimalpromotor-Reportergen-Konstrukt oder mit 
einem andersartigen Konstrukt, umfassend die Transkriptionsf ak- 
torbindungsstelle und den Minimalpromotor und daruber hinaus ei- 
e geeignet angeordneten Insert ionsstelle fur ein frei wahlbares 
eportergen, vorgesehen werden. 

Daruber hinaus konnen samtliche Kits dieser Erfindung in 
moglichen Ausf uhrungsf ormen u.a. zusatzlich noch mindestens eine 
der folgenden Komponenten umfassen: 

(b) gegebenenfalls einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA- 
Sequenz exprimierbar eingefugt ist, die mindestens ein Vermitt- 
lerprotein kodiert, welches mit dem Mediatorabschnitt des Mem- 
branrezeptor raumlich nicht unmittelbar assoziiert sein mu/5, je- 
doch im Falle einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors von diesem Mediatorabschnitt akti- 
viert oder modifiziert wird und auf grunddessen ein sekundares 
Ereignis an einer weiteren Komponente der Zellmembran vermit- 


telt, infolgedessen sich das Ef f ektorprotein Oder -polypeptid 
spezifisch an diese Komponente der Zellmembran, die mit dem Me- 
diatorabschnitt des Membranrezeptors nicht assoziiert ist, bin- 
det; 

(f) gegebenenfalls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit Transformations- oder Transf ektionsvek- 
tor (en) , 

(g) gegebenenfalls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschlieftenden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung umfassen 
die erfindungsgemaflen Kits die Zellen immobilisiert auf einem 
festen Trager, wie vorstehend erlautert, insbesondere auf Bio- 
hips (vgl. Wolf et al. 1997 und 1998). Fur Massenscreens und 
insbesondere High-Throughput-Verf ahren zum Nachweisen und Messen 
von Membranrezeptor-Liganden-Interaktionen ist insbesondere die 
Immobilisierung der Zellen auf Biochips sowie in den individuel- 
len Vertiefungen von Mikrotiterplatten geeignet, so daft auf ei- 
ner solchen Platte eine Vielzahl von separaten Assayverf ahren 
durchgefuhrt werden konnen. Es ist hierbei auch moglich, unter- 
schiedliche erf indungsgemafte Zellen, d.h. insbesondere Zellen 
mit unterschiedlichem Ligandenbindungsabschnitt , in Vertiefungen 
in jeweils bestimmten Abschnitten auf ein und derselben Mikroti- 
terplatte vorzusehen. 

Befinden sich die Zellen in dem Kit immobilisiert an einem 
esten Trager, so kann es insbesondere bei Nachweis einer Repor- 
tergenaktivitat oder -transkription oder eines Reporterproteins 
erforderlich oder hilfreich sein, die Zellen vor der Nachweisre- 
aktion zu solubilisieren, d.h. sie von dem Trager abzulosen und 
ggf. auch auf zubrechen. Fur diesen Fall konnen die unter g) ge- 
nannten Reagenzien zur Detektion der phanotypischen Aktivierung 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransdukt ionsweges auch geeig- 
nete Solubilisierungsreagenzien, die insbesondere ein oder meh- 
rere grenzf lachenaktive Mittel oder Tenside enthalten, umfassen. 

In einem gegenwartig bevorzugt verwendeten experimentellen 
System der Erfindung wird als Zellsystem, welches in einem ras- 


- 55 - 


^^^^ \r 


Oder ras-ahnlichen Signaltransduktionsweg inaktiv ist, der He- 
festamm cdc25-2 verwendet. Wie erlSutert, ist in diesen Zellen 
das Ras-Protein bei einer restriktiven Temperatur von 33-37°C 
typischerweise 36»C, infolge der Abwesenheit eines funktionel- 
len Guaninnukleotid-Austauschfaktors (GEF; "guanyl nucleotide 
exchange factor") nicht funktionell (Broder et al., 1998). Eine 
Aktivierung des in diesem System bei restriktiven Temperaturen 
nxcht funktionellen ras-Signaltransdukt ionswegs, die unter die- 
sen Bedingungen nur uber die, wie beschrieben, uber verschiede- 
ne Maftnahmen bewirkbare Translokat ion eines Ef f ektorproteins 
Oder -polypeptids, das diesen ras-Signaltransduktionsweg zu ak- 
tlV1Sren VSrmag ' an die Zellmembran veranlafit werden kann, kann 
dadurch detektiert werden, daft die Hefezellen unabhangig von 
^ler Anwesenheit eines funktionellen GEF-Proteins bei restrikti- 
ven Temperaturen (33-37°C, typischerweise 36°C) wachsen konnen 
Wie erlautert erfordert die Translokation des Eff ektorproteins 
Oder -polypeptids, daJi ein passender Ligand fur den speziell in 
der Zelle vorgesehenen Membranrezeptor vorhanden ist. 

In diesem System wird insbesondere ein Fusionsprotein ein- 
gesetzt, das als Ef f ektorabschnitt ein mutiertes humanes Ras- 
Protein (Ha-Ras, L61) umfaflt, dem die Farnesylierungssequenz , 
welche fur eine Membranlokalisierung des Proteins sorgt, fehlt 


Die nachfolgend exemplarisch angegebenen Beispiele sollen dU 
rfindung weiter veranschaulichen. 


1. "Epidermal growth factor" (EGF) -Interaktion mit dem EGF- 
Rezeptor (Figur 3) 

Material und Methoden 

Folgende zwei Vektoren dienen zur Transformation von Saccharomy- 
ces cerevisiae cdc25-2 Zellen: 


1- Ein Expressionsvektor fur 
humanen EGF-Rezeptorproteins . 


die 


konstitutive 


Expression des 


2. Ein induzierbarer Expressionsvektor mit einem Galaktose- 
induzierbaren Promotor (Gal 1) fur die Expression des Adaptor- 
Effektor-Fusionsproteins, bestehend aus dem humanen konstitutiv 
aktiven ras-Proteinteil (Ha-ras, L61), dem die sogenannte CAAX- 
Box (das Farnesylierungssignal zur Membranlokalisierung) fehlt, 
(=Ef fektorabschnitt) und dem murinen Grb2-Proteinteil 
(=Adaptorabschnitt ) . 

Hefewachstum und -manipulation 

Es wurden konvent ionelle Hef e-Transf ormations- und -manipula- 
tionsprotokolle (siehe z.B. Hill et al. (1991), NAR 19, 5791) 
verwendet. Die Zellen wurden entweder auf einem Glucoseminimal- 
edium, welches die erf orderlichen Aminosauren und Nukleotide 
20 mg/1 Histidin, 100 mg/1 Leucin, 20 mg/1 Tryptophan, 20 mg/1 
Uracil, 10 mg/1 Adeninsulf at ) , 2% Glucose, 0,5% NH 4 S0 4 , 0,17% 
Hefeextrakt und 4% Agar enthalt, oder auf Galaktosemedium 
(1,7 g/1 Yeast Nitrogen ohne Aminosauren, 5 g/1 Ammoniumsulf at , 
30 g/1 Galaktose (> 99%) 20 g/1 D-Raffinose, 20 g/1 Glycerin 
(100%), 30 g/1 Bacto-Agar) ausplattiert . 

Replika-Plattierungen werden mit einem Samt-Replikaplattierer 
durchgefuhrt . Die Zellen werden nach der Transformation mit den 
oben beschriebenen zwei Expressionsvektoren auf Glucoseplatten 
ausplattiert und bei 25°C (nicht-restriktive Temperatur) fur 3-4 
age inkubiert. Anschliefiend werden verschiedene Testmedien (mit 
nd ohne EGF, bzw. mit synthet ischen Proteinf ragmenten mit Li- 
gandenaktivitat - siehe Komoriya et al., 1984) mit jeweils drei 
unabhangigen Klonen angeimpft und bei 37 °C fur 2-3 Tage inku- 
biert und anschliefiend das Wachstum der Hefen in den ver- 
schiedenen Flussigmedien detektiert. Hefen, die in Galaktose- 
medium bei 37°C nur in Anwesenheit von EGF ( zellwandlose Hefe- 
ghost-Zellkultur) oder nur in Anwesenheit von [S-Acetamidomethyl 
Cys 20 ' 31 ] -EGF- (20-31) , einem aktiven EGF- Fragment , wachsen, zei- 
gen f unktionsf ahige Liganden-Rezeptor-Interakt ion an . 

2. Angiotensin-Interaktion mit dem Angiotensinrezeptor 
(Figur 4) 
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Material und Methoden 

Folgende Vektoren dienen zur Transformation von Saccharomyces 
cerevisiae cdc 25-2 Zellen: 

1. Ein Expressionsvektor fur die konstitutive Expression des 
ATIA-Angiotensin-Rezeptors der Ratte (Condon et al., 1997) 


.ve 


2. Ein oder mehrere Expressionsvektoren far die konstituti^ 
Expression der drei G-Proteine Ga 13/ Gp x und Gy 3 der Ratte (Macrez- 
Lepretre et al . , 1997). 



3. Ein induzierbarer Expressionsvektor (Selektionsmarker Ura) 

it einem Galaktose-induzierbaren Promotor (Gall) fur die Ex- 
pression des Adaptor-Effektor-Fusionsproteins, bestehend aus der 
Phosphatidylcholin-Phospholipase C minus der Domane mit dem Mem- 
branlokalisierungssignal (=Adaptorabschnitt ) aus vaskularen Myo- 
zyten der Ratte (Macrez-Lepretre et al., 1996) und dem humanen 
konstitutiv aktiven ras-Proteinanteil (Ha-ras L61), dem die so- 
genannte CAAX-Box (das Farnesylierungssignal zur Membranlokali- 
sierung) fehlt (=Ef f ektorabschnitt ) . 

Hefewachstum und Manipulation 

Hier gilt entsprechendes wie in Beispiel 1. Die fur die Angio- 
ensinrezeptorversuche verwendeten Testmedien wurden plus/minus 
ngiotensin bzw. plus/minus L-162,313, einem f unkt ionellen, 
nicht-proteinartigen Ligand des Angiotensinrezeptors (Perlmann 
et al., 1995), eingesetzt. Hefen, die nach 2 bis 3 Tagen bei 
37 °C in Galactosemedrum nur in Anwesenheit von Angiotensin 
(zellwandlose Hef e-ghost-Zellkultur ) oder nur in Anwesenheit des 
Nichtproteinliganden L-162,313 wachsen, zeigen f unkt ionsf ahige 
Liganden-Rezeptor-Interaktion an . 
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